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Lá bem no alto do décimo segundo andar do Ano 
Vive uma louca chamada Esperança 
E ela pensa que quando todas as sirenas 
Todas as buzinas 
Todos os reco-recos tocarem 
Atira-se 
E 
— ó delicioso vôo! 
Ela será encontrada miraculosamente incólume na calçada, 
Outra vez criança... 
E em torno dela indagará o povo: 
— Como é teu nome, meninazinha de olhos verdes? 
E ela lhes dirá 
(É preciso dizer-lhes tudo de novo!) 
Ela lhes dirá bem devagarinho, para que não esqueçam: 
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O melanoma cutâneo é um tumor originado a partir da proliferação 
descontrolada de melanócitos. A incidência do melanoma maligno tem aumentado 
significativamente nas últimas décadas e se tornado um problema de saúde pública em 
muitos países. Na imunoterapia contra o câncer, anticorpos monoclonais (mAbs) são 
utilizados como ferramentas para diagnóstico, monitoramento e tratamento da doença. 
A descoberta de novos alvos terapêuticos para mAbs em células tumorais, e a 
determinação dos mecanismos de citotoxicidade gerados pelos mesmos pode ampliar 
significativamente as possibilidades e o sucesso dos tratamentos. 
Anteriormente em nosso laboratório, Dobroff e colaboradores (2002) isolaram 
um mAb (mAb A4) que foi citotóxico in vitro sobre células de melanoma murino 
B16F10-Nex2 e sobre algumas células tumorais humanas, efeito independente do 
complemento, mas aumentado por este. O mAb A4 reduziu o desenvolvimento do 
melanoma murino B16F10-Nex2 in vivo, aumentando a sobrevida dos animais. O alvo 
do mAb A4 na superfície celular é a proteína Protocaderina β13 (PCDHβ13), membro 
da superfamília das caderinas. A interação entre ambos levou as células tumorais à 
morte, em processo sugestivo de apoptose (Dobroff et. al., 2010, em publicação).  
Neste trabalho, verificamos a reatividade do mAb A4 com células do melanoma 
murino e com algumas outras linhagens tumorais humanas através de ELISA-
Quimioluminescente e Imunofluorescência Indireta. A expressão do gene Pcdhβ13 foi 
verificada por RT-PCR não quantitativo e a expressão da proteína PCDHβ13, por 
Immunoblotting. Verificou-se que, somente células que expressam a proteína PCDHβ13 
na membrana plasmática são suscetíveis à ação do mAb A4. O mAb A4 foi citotóxico 
in vitro contra o melanoma murino e contra linhagens tumorais humanas, incluindo 
melanoma, carcinoma de cólon, carcinoma de cérvice uterino e glioblastoma. O mAb 
vi 
 
A4 não foi citotóxico contra linhagens humanas de carcinoma de mama e contra a 
linhagem de melanócitos murinos imortalizados melan A, que não expressam a 
PCDHβ13. 
 A interação do mAb A4 com células B16F10-Nex2.1 in vitro ocasionou a 
endocitose do mAb A4 em vesículas, rápida redução nos níveis de β-catenina livre no 
citoplasma e do fator de transcrição TCF-4, redistribuição da β-catenina para a periferia 
celular, ativação das caspases-9, -3 e -6, exposição de fosfatidilserina na membrana 
plasmática, condensação da cromatina e degradação internucleossomal do DNA, 
corroborando a indução de um processo de morte por apoptose pela via intrínseca nessa 
célula tumoral. Adicionalmente, observou-se o aumento da produção de espécies 
reativas de oxigênio, que podem amplificar o processo apoptótico. A inibição da via de 
sinalização da β-catenina sugere que vias de sinalização intracelular que regulam o 
crescimento e a sobrevivência foram inibidas pela interação entre o mAb A4 e seu alvo 
na célula. A presença de vesículas sugestivas de autofagossomos nas imagens de 
microscopia de transmissão eletrônica pode indicar a indução de um processo de 
autofagia em paralelo ao processo apoptótico. 
Concluímos que o mAb A4 demonstrou ser um potencial agente anti-tumoral 
com atividade contra diversos tipos de tumores murinos e humanos. A proteína 
PCDHβ13 pode ser um potencial marcador de malignidade para o melanoma. A 
interação entre o  mAb A4 e a PCDHβ13 levou a célula de melanoma à morte através da 
inibição da via de sinalização intracelular β-catenina/TCF-4 e da indução de apoptose 
pela via intrínseca. O processo de autofagia pode ter uma possível participação no efeito 







Malignant melanoma is a highly metastatic skin cancer which arises from 
malignant transformation of melanocytes. Incidence of melanoma has been increasing 
in the last decades, becoming a major public health problem in many countries. 
Monoclonal antibodies (mAbs) have been used in cancer immunotherapy as tools for 
diagnosis, monitoring and treatment of tumors. The discovery of new therapeutic targets 
for mAbs in tumor cells, and the establishment of their cytotoxic mechanisms might 
significantly improve the possibilities and efficacy of cancer treatments. 
Previously in our research group, Dobroff and collaborators (2002) produced a 
mAb, named A4, which was cytotoxicity in vitro against B16F10-Nex2 murine 
melanoma cells and some human tumor cell lines. This effect was independent of 
complement, although enhanced by it. MAb A4 decreased B16F10-Nex2 murine 
melanoma development in vivo, significantly increasing animal survival. This mAb 
recognizes Protocadherin β13 (PCDHβ13) at tumor cell surface, a protein that belongs 
to the cadherin superfamily, and preliminary results suggested that mAb A4/PCDHβ13 
interaction leads tumor cell to apoptosis (Dobroff et. al., 2010, in press).  
In the present work, mAb A4 reactivity with murine melanoma cells and several 
human tumor cell lines was verified by Chemoluminescent ELISA and Indirect 
Immunofluorescence assays. Pcdhβ13 mRNA expression was detected by non-
quantitative RT-PCR and PCDHβ13 protein expression by Immunoblotting assay. Only 
PCDHβ13-expressing tumor cells were susceptible to mAb A4 cytotoxicity. MAb A4 
was cytotoxic in vitro to murine melanoma and to human tumor cell lines, including 
melanoma, colon carcinoma, cervical uterine epithelioid carcinoma and glioblastoma. 
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MAb A4 had no activity against breast carcinoma cell lines and murine immortalized 
melanocytes melan A, which do not express PCDHβ13. 
 MAb A4 interaction with B16F10-Nex2.1 cells in vitro triggered mAb A4 
endocytosis, rapid reduction of free cytoplasmic β-catenin and TCF-4 concentrations, 
redistribution of β-catenin to cell periphery, caspases-9, -3, and -6 activation, 
phosphatidilserine translocation to cell membrane, chromatin condensation and 
internucleossomal DNA fragmentation, confirming the induction of mitochondrial-
dependent apoptosis in that tumor cell line. Additionally, mAb A4 induced 
overproduction of oxygen reactive species, which can amplify the apoptotic process. 
The inhibition of β-catenin signaling suggests that signaling pathways that regulate cell 
survival and growth were inhibited by mAb A4 interaction with its target on the cell 
surface. Transmission electron microscopy images revealed the presence of 
autophagosomes, suggesting the simultaneous induction of autophagy and apoptosis by 
mAb A4. 
 We conclude that mAb A4 may represent a new therapeutic agent with 
antitumor activity against murine and human tumors. PCDHβ13 is a potential 
melanoma marker. MAb A4 interaction with PCDHβ13 induced cell death through 
inhibition of β-catenin/TCF-4 signaling pathway and induction of the apoptosis intrinsic 






1.1. Melanócitos e melanoma 
 
 Melanócitos são células pigmentadas da pele derivadas de melanoblastos, 
progenitores da crista neural que migram para a camada basal da epiderme e para os 
folículos pilosos durante o processo de embriogênese (Kamstrup et.al., 2007; Mimeault 
et.al., 2007). As células da crista neural são altamente migratórias e também são 
precursoras de outros tipos celulares, incluindo osteócitos, condrócitos, células do 
Sistema Nervoso (neurônios e células da glia) e células do Sistema Endócrino (glândula 
tireóide e células cromafins da medula adrenal) (Dupin et.al., 2007; Uong & Zon, 
2010). 
A função primária dos melanócitos é a síntese de melanina em organelas 
denominadas melanossomos. Após a síntese de melanina, os melanossomos são 
transportados para a camada mais superficial da pele e envolvem os queratinócitos 
(Fang et.al., 2006). A melanina possui diversas funções, tais como a absorção da 
radiação solar e a neutralização de radicais livres gerados no interior da célula, que são 
imprescindíveis para a manutenção da integridade celular (Mani et.al., 2001).  
O melanoma cutâneo é um tumor de origem neuroectodérmica proveniente da 
proliferação descontrolada de melanócitos (Gray-Schopfer et.al., 2007). O processo 
exato que leva à transformação maligna dos melanócitos ainda permanece 
desconhecido, mas a etiopatogênese do melanoma é atribuída à combinação de 
predisposição genética e exposição à radiação ultravioleta (Chudvnoski et.al., 2005; 
Dahl & Guldberg, 2007; Chien et.al., 2009). Acredita-se, que a incidência de raios 




de espécies reativas, tais como íons superóxido (O2
•-





OCl), óxido nítrico (NO) e oxigênio singlete 




OH) possuem alta 
propensão a reagir com DNA, aminoácidos, proteínas e lipídios de membranas. Os 
danos ao DNA podem desencadear dois processos celulares: (1) Interrupção do ciclo 
celular para reparo do DNA ou (2) Apoptose mediada pela proteína supressora tumoral 
p53. Se ocorrer falha nesses processos, a proliferação celular prossegue, levando à 
disfunção e à transformação celular (De Gruijl et. al., 2001; Sulaimon & Kitchell, 
2003).   
Adicionalmente, a homeostasia dos melanócitos é regulada pela interação com 
os queratinócitos epidérmicos. Os queratinócitos regulam a sobrevivência, 
diferenciação, proliferação e motilidade dos melanócitos através da comunicação por 
fatores de crescimento, moléculas de adesão e junções comunicantes (Haass et.al., 
2005; Gray-Schopfer et.al., 2007). A desregulação da sinalização intracelular nos 
melanócitos ocasionada por mutações em genes críticos para a regulação da 
proliferação, da senescência e da morte celular, permite o escape do forte controle 
exercido pelos queratinócitos. Conseqüentemente, os melanócitos podem proliferar 
desreguladamente (Croce, 2008).  
O início e a progressão do melanoma são acompanhados por uma série de 
mudanças histológicas, classificadas em cinco diferentes estágios de acordo com o 
modelo de Clark: (1) Nevo, lesão benigna caracterizada pelo agrupamento dos 
melanócitos; (2) Nevo displásico, caracterizado pelo arranjo randômico e descontínuo 
dos melanócitos; (3) Fase de crescimento radial, com proliferação celular 
intraepidérmica; (4) Fase de crescimento vertical, na qual os melanócitos penetram 




caracterizada pela dispersão do melanoma para outras áreas da pele e para outros 
órgãos, tais como fígado, linfonodos, pulmão, ossos e cérebro (Chudvnoski et.al., 2005; 
Dahl & Guldberg, 2007). Sinais precoces em um nevo que podem sugerir malignidade 
incluem assimetria, bordas irregulares, variações de cor, diâmetro ≥ 6 mm, aumento de 
tamanho, prurido e satelitose (Mohr et.al., 2009). 
A incidência do melanoma maligno tem aumentado significativamente desde a 
década de 1960 e se tornado um problema de saúde pública em muitos países 
(Marquette et.al., 2007; Eberle et.al., 2008). Segundo a Organização Mundial de Saúde, 
o número de casos de melanoma aumenta mais rapidamente do que qualquer outro tipo 
de câncer, sendo que 132.000 novos casos de melanoma são diagnosticados por ano no 
mundo (Gray-Schopfer et.al., 2007; Mueller & Bosserhoff, 2009). Estimativas recentes 
sugerem que a incidência do melanoma duplica a cada 10-20 anos (Garbe & Leiter, 
2009). Apesar de corresponder a menos de 5% dos cânceres de pele diagnosticados, o 
melanoma é responsável por 80% das mortes relacionadas ao câncer de pele (Dahl & 
Guldberg, 2007).  
As medidas terapêuticas atualmente aprovadas para o melanoma maligno 
incluem a remoção cirúrgica do tumor, a quimioterapia, a radioterapia e a imunoterapia. 
A quimioterapia pode ser realizada com Dacarbazina, Cisplatina, Carmustina, Paclitaxel 
e Termozolomida (Zitvogel et.al., 2008). A Dacarbazina é o medicamento de primeira 
escolha utilizado na quimioterapia, contudo, a resposta ao tratamento é de apenas 10 a 
20%, com total remissão do tumor em somente 5% dos pacientes. O uso individual do 
outros quimioterápicos não resulta em melhores respostas ao tratamento do melanoma, 
porém a associação destes compostos parece aumentar a resposta ao tratamento. A 
quimioterapia clássica pode também ser associada com drogas imunoterápicas, tais 




de diversas drogas, o prognóstico de sobrevida média ainda é de somente poucos meses 
(Parmiani et.al., 2007). Estudos indicam que a ineficácia do tratamento se deve 
principalmente à alta resistência das células tumorais aos agentes quimioterápicos e 
radioterápicos (Simon et.al., 2008).   
 
1.2. Imunoterapia e câncer 
 
 A descoberta de novas alternativas terapêuticas para o melanoma maligno é de 
grande importância. Muitos tipos distintos de imunoterapias têm sido testados, no 
entanto, nenhuma das estratégias propostas foi aprovada para uso clínico até o momento 
(Gray-Schopfer et.al., 2007). Dentre as alternativas terapêuticas, encontram-se: 
vacinação com antígenos tumorais, vacinação com células dendríticas, vacinação com 
imunomoduladores recombinantes (co-estimuladores e citocinas), inibição de 
transdutores de sinais e terapia anti-angiogênica (Chudvnovski et.al., 2005). 
 A resposta imune contra tumores é dependente da expressão de antígenos que 
são reconhecidos como estranhos pelo Sistema Imune. Os antígenos tumorais podem ser 
classificados como: (1) Antígenos tumor-específicos: derivados de glicolipídios, de 
glicoproteínas alteradas e de proteínas mutadas (provenientes de genes supressores de 
tumor e de oncogenes); e (2) Antígenos associados a tumores: antígenos expressos 
também pelas células normais, mas cuja expressão está alterada nas células tumorais 
(Abbas et.al., 2003). 
O reconhecimento de antígenos expressos em células tumorais pode desencadear 
dois tipos de respostas anti-tumorais: (1) Resposta Celular, mediada por linfócitos T, 
macrófagos, células NK e células NKT; e (2) Resposta Humoral, mediada pelos 




reconhecem os antígenos expressos pelas células tumorais e ocasionam a ativação do 
Sistema Complemento levando à formação de complexos de ataque à membrana, ao 
recrutamento de células NK ou de macrófagos, e à citoxicidade celular dependente de 
anticorpo (ADCC). Anticorpos podem ainda bloquear fatores de crescimento e 
receptores de fatores de crescimento, inibir a angiogênese ou ter um efeito direto no 
desencadeamento da apoptose (Scharma et.al., 2006; Reichert & Valge-Archer, 2007; 
Weiner, 2007).  
Na imunoterapia contra o câncer, anticorpos monoclonais (mAbs) são utilizados 
como ferramentas para diagnóstico, monitoramento e tratamento da doença (Pasqualini 
& Arap, 2004; Schrama et.al., 2006; Griggs & Zinkewich-Peotti, 2009). O uso de mAbs 
têm se mostrado mais vantajoso que o uso de terapias convencionais baseadas em 
compostos químicos. mAbs apresentam farmacocinética e farmacocitotoxicidade 
favoráveis, desencadeiam poucos efeitos colaterais devido à alta especificidade e 
afinidade para a doença-alvo e, são capazes de recrutar efetores imunológicos para 
iniciar a destruição das células-alvo (Chiarella & Fazio, 2008). Até o presente momento, 
12 mAbs foram aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) para o uso 
clínico (Tabela 1). Entretanto, nenhum desses mAbs é indicado para o combate do 












Tabela 1. Anticorpos monoclonais aprovados para a terapia contra o câncer. 
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I-131 ch-TNT N/A 
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Para o tratamento do melanoma humano, somente um mAb (mAb R24) 
apresentou efeitos significativos na regressão tumoral, todavia, também causou efeitos 
colaterais muito graves, o que impediu sua utilização na clínica. O mAb R24, uma IgG 




mediando efeitos de citoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) e de 
citoxicidade celular dependente de complemento (CDC). O tratamento de pacientes com 
esse mAb levou à regressão tumoral em alguns deles, mas também causou efeitos 
colaterais dose-dependentes (Pukel et. al., 1982; Houghton et. al., 1985; Soiffer et. al.,, 
1997). 
Recentemente, ensaios pré-clinicos e clínicos com outros mAbs têm se mostrado 
promissores. Um mAb anti-CTLA-4 (Ipilimumab: MDX-010), utilizado para reduzir a 
tolerância imunológica no melanoma, foi testado tanto em monoterapia como em 
combinação com vacinas, com IL-2 ou com dacarbazina, observando-se efeitos anti-
tumorais em 13 a 22% dos pacientes em estágio IV da doença (Weber, 2008). Um mAb 
humano contra a molécula de adesão MCAM/MUC18 foi testado em ensaios pré-
clínicos. Esse mAb não demonstrou efeitos na proliferação da célula de melanoma in 
vitro, no entanto, inibiu significativamente o crescimento de células de melanoma 
metastático inoculadas subcutaneamente em camundongos nude, assim como suprimiu 
a metástase pulmonar dessas células (Mills et. al., 2002; Melnikova & Bar-Eli, 2006; 
Zigler et. al., 2008) 
Desta forma, estudos para a obtenção de anticorpos monoclonais efetivos contra 
o melanoma, e a descoberta de novos alvos nesse câncer, são de extrema importância. 
Recentemente em nosso laboratório, dois hibridomas secretores de anticorpos 
monoclonais contra antígenos do melanoma murino B16F10 foram obtidos após 
imunização de camundongos C57BL/6 singênicos com células do melanoma murino 
B16F10-Nex4 e o adjuvante hidróxido de alumínio (Alum) (Dobroff et.al., 2002; 
Dobroff et.al., 2010, em publicação). As sublinhagem B16F10-Nex4 foi selecionada em 
nosso laboratório a partir da linhagem B16F10. Essas células são cultivadas em meio 




cultivos regulares, e desta forma elimina-se a presença de contaminantes protéicos de 
origem bovina nas imunizações, que são altamente imunogênicos.  
Um dos hibridomas secreta uma IgM, denominada mAb A4M, que reconhece 
histona-1 no núcleo da célula B16F10, e surpreendentemente, embora não apresente 
citotoxicidade in vitro, esse mAb reduziu significativamente o número de nódulos 
pulmonares em camundongos C57Bl/6 inoculados intravenosamente com células 
B16F10-Nex2 (Dobroff et.al., 2010, em publicação). 
O outro hibridoma isolado secreta uma IgG2aκ, denominada mAb A4, que 
apresentou reatividade com células B16F10-Nex2 em ensaio de ELISA-Q e atividade 
citotóxica in vitro contra essa linhagem celular. A atividade citotóxica do mAb A4 foi 
independente do complemento, porém, aumentada pelo mesmo (Dobroff et.al., 2002).  
O efeito protetor do mAb A4 contra o melanoma murino foi verificado in vivo 
com a redução do desenvolvimento tumoral subcutâneo e pulmonar, aumentando 
significativamente a sobrevida dos animais. A proteína reconhecida pelo mAb A4 foi 
purificada em coluna de afinidade a partir do lisado da célula B16F10-Nex2, analisada 
por espectrometria de massa e identificada como Protocaderina β13 (PCDHβ13) 
murina, uma proteína de função desconhecida, mas provavelmente relacionada à 
interação intercelular e à sinalização intracelular (Morishita & Yagi, 2007). A interação 
do mAb A4 com células de melanoma murino in vitro levou à algumas alterações 
sugestivas de apoptose, como exposição de fosfatidilserina e degradação de DNA em 
fragmentos múltiplos de 200 pares de bases, característico da ativação de endonucleases 
que ocorre durante a apoptose (Taylor et.al., 2008). Esse mAb também foi citotóxico 






1.3.  Anticorpos e regiões determinantes de complementariedade (CDRs) 
 
A estrutura básica de uma molécula de anticorpo consiste em duas cadeias leves 
idênticas unidas a duas cadeias pesadas idênticas através de ligações dissulfeto. A 
cadeia leve possui uma região variável (VL) e uma região constante (CL). A cadeia 
pesada possui uma região variável (VH) e de três a quatro regiões constantes (CH1, CH2, 
CH3 e CH4). Em cada anticorpo existem seis regiões hipervariáveis denominadas 
Regiões Determinantes de Complementariedade (CDRs), localizadas na região de 
ligação ao antígeno, sendo três na cadeia leve (CDR L) e três na cadeia pesada (CDR H) 
(Abbas et.al., 2003). O papel dessas seqüências é de se ligar ao antígeno com alta 
afinidade e especificidade. Pela sua localização, o CDR H3 é crucial na interação com o 
antígeno, sendo basicamente a região que determina a especificidade do anticorpo 
(Shirai et. al., 1999; López-Requena et. al., 2007). Em alguns casos, peptídeos 
sintéticos relativos a essa região competem com o anticorpo pela sua ligação ao 
antígeno, reproduzindo funcionalmente as propriedades do anticorpo. Peptídeos 
ciclizados, sintetizados com cisteínas nas regiões amino e carboxiterminal, apresentam 
ainda maior similaridade funcional com o anticorpo, e por esse motivo, são 
denominados microantibodies (Levi et. al., 1993). 
O peptídeo referente à região CDR H3 do mAb A4 (A4 H3) apresentou os 
mesmos efeitos do mAb A4 sobre células de melanoma murino B16F10-Nex2 in vitro. 
Observou-se também, como esperado, que o peptídeo cíclico (cA4 H3) apresentou 
maior atividade inibitória do mAb A4 do que o peptídeo linear, sugerindo que esse 
peptídeo apresenta a mesma especificidade e atividade que o mAb A4 (Dobroff et. al., 







Utilizando-se uma coluna de afinidade com o mAb A4, o alvo desse mAb na 
superfície da célula de melanoma murino B16F10-Nex2 foi isolado e identificado como 
Protocaderina β13 (PCDHβ13) (Dobroff et.al., 2010, em publicação).  
As protocaderinas constituem a maior família de proteínas pertencentes à 
superfamília das caderinas, moléculas originalmente descritas como proteínas de adesão 
celular dependentes de cálcio. As protocaderinas são predominantemente expressas no 
tecido nervoso e a grande quantidade e diversidade dos membros da família das 
protocaderinas sugerem que as mesmas podem participar de uma grande variedade de 
processos biológicos, tais como reconhecimento celular, sinalização intracelular e 
formação de redes neurais (Pla et.al., 2001; Morishita & Yagi, 2007; Yagi, 2008).  
As protocaderinas são divididas em dois grupos de acordo com sua estrutura 
genômica, as protocaderinas clusterizadas (58 representantes) e as não-clusterizadas (13 
representantes). As protocaderinas clusterizadas são divididas em três subgrupos, 
denominados PCDHα, PCDHβ e PCDHγ, e as protocaderinas não-clusterizadas podem 
ser divididas em dois subgrupos, PCDHδ e protocaderinas solitárias na árvore 
filogenética (Yagi, 2008).  
As protocaderinas são proteínas transmembrana caracterizadas por apresentarem 
na região extracelular de seis a sete motivos caderina, e regiões citoplasmáticas 
altamente variáveis que não apresentam homologia significativa com as regiões 
citoplasmáticas das caderinas clássicas (Suzuki, 2000; Vanhalst et.al., 2001). O motivo 
caderina possui 110 aminoácidos e é tridimensionalmente similar ao motivo 
imunoglobulina; entretanto, não existe nenhum resíduo conservado entre ambos os 




linfócito T (TCR) é revelada pela organização gênica. Wu e colaboradores (2001) 
sugeriram os termos “região variável” e “região constante” para descrever a organização 
dos segmentos gênicos das protocaderinas. A região variável é composta por múltiplos 
segmentos gênicos, desprovidos de íntrons e organizados em tandem, que codificam três 
regiões: extracelular, transmembrana e uma parte da região citoplasmática. A região 
constante é composta por segmentos gênicos codificadores da região citoplasmática, 
compartilhada dentre as protocaderinas. Durante o processamento do mRNA, os éxons 
da região variável sofrem splicing alternativo em relação à região constante, gerando 
inúmeras isoformas com variadas seqüências no domínio extracelular (Miki et.al., 2005; 
Morishita & Yagi, 2007).  
A família PCDHβ é composta por genes que possuem somente um éxon e não 
possuem a região constante. Todas as proteínas PCDHβ são altamente similares entre si 
(Wu et.al., 2001). Os motivos extracelulares EC1, EC2 e EC3 apresentam os menores 
níveis de similaridade entre as diferentes PCDHβ, enquanto EC4, EC5 e EC6 são 
altamente conservadas. Da mesma forma, as regiões transmembrana e citoplasmática 
são altamente conservadas, exceto pelos 20 últimos resíduos de aminoácidos na região 
carboxiterminal, que conferem distintas atividades sinalizadoras para as diferentes 
PCDHβ (Vanhalst et.al., 2001). 
Protocaderinas têm atividade Ca
2+
-dependente e, ao contrário das caderinas 
clássicas, a principal função das protocaderinas parece não estar relacionada à adesão 
intercelular, mas à determinação de especificidade na interação célula-célula através de 
interações homofílicas e à transdução de sinais através de interações com distintas 
proteínas citoplasmáticas (Suzuki, 2000; Gruss et.al., 2001; Morishita & Yagi, 2007). 





A inativação ou a superexpressão de algumas protocaderinas já foram 
relacionadas à carcinogênese de vários tumores, funcionando em alguns tumores como 
oncogenes e em outros como supressores de tumor. Apesar de não terem sido 
encontrados sítios de ligação para β-catenina nas moléculas de protocaderina (Morishita 
& Yagi, 2007), muitos autores têm relatado que essas moléculas sinalizam pela via β-
catenina em diferentes tipos tumorais. A seguir, descrevemos alguns resultados onde o 
papel de protocaderinas na carcinogênese é relatado.  
Yu e colaboradores (2008) demonstraram que protocaderina 8 (PCDH8), o 
ortólogo humano de PAPC (paraxial protocadherin), está inativada por mutação ou 
silenciamento epigenético em carcinomas de mama. A perda da expressão de PCDH8 
foi associada à perda de heterozigose, metilação parcial do promotor e proliferação 
aumentada, sugerindo que esse gene seja um importante supressor de tumor.  
Já foi demonstrado que PDCH10 também é um gene supressor de tumor, e seu 
silenciamento por hipermetilação do promotor do gene foi observado em tumor de 
mama humano (Miyamoto et.al., 2005), variados carcinomas (Ying et.al., 2006), 
diversos cânceres hematológicos (Ying et.al., 2007), câncer gástrico (Yu et.al., 2009; 
Yu et.al., 2010), câncer cervical (Narayan et.al., 2009; Wang et.al., 2009), e câncer 
colorretal e pancreático (Yu et.al., 2010). Frequentemente, a desmetilação do promotor 
com o agente desmetilante 5-aza-2'-deoxicitidina reverte características tumorais dessas 
células em ensaios in vitro. 
Imoto e colaboradores (2006) demonstraram que o silenciamento epigenético 
por hipermetilação da região rica em CpG do promotor do gene PCDH20 levou à perda 
de função do mesmo em 20 linhagens celulares primárias de NSCLC (non-small cell 
lung cancer), e foi relacionado com uma sobrevida mais curta dos pacientes. A 




vitro. Esses resultados sugerem que PCDH20 é um gene supressor de tumor em câncer 
de pulmão, podendo estar relacionado à carcinogênese desse tipo tumoral. O mesmo 
efeito foi observado com relação ao gene da PCDH17 no carcinoma de células 
escamosas de esôfago (Haruki et.al., 2010). 
A expressão de PCDH24 também foi implicada na supressão tumoral, estando 
envolvida na inibição por contato celular e no crescimento dependente de ancoragem, 
características que uma célula tumoral perde ao ser transformada. Okazaki e 
colaboradores (2002) clonaram e identificaram o gene de PCDH24 humana e 
demonstraram que a superexpressão da PCDH24 em células de carcinoma de cólon 
HCT-116 re-introduziu na linhagem algumas características encontradas em células não 
tumorais, como a inibição da proliferação por contato celular e o crescimento em 
camada única e não mais em múltiplas camadas, inibindo também o crescimento do 
tumor em camundongos nude. Ose e colaboradores (2009) demonstraram que os efeitos 
da superexpressão da PCDH24 estão relacionados à sinalização intracelular por β-
catenina, que passa a ficar localizada na região submembranar sem acesso ao núcleo, 
levando à diminuição da expressão de moléculas como CD44 e E-caderina 
(relacionadas à adesão celular), e PCNA, ciclina D1 e Myc (relacionadas ao controle do 
ciclo celular), sugerindo que a supressão da sinalização de β-catenina por PCDH24 leva 
à inibição do crescimento por contato. A função desse gene ainda não é totalmente 
conhecida, e recentemente, foi demonstrado que PCDH24 se localiza em junções 
aderentes na região apical da membrana de células epiteliais, não é redistribuída após 
remoção de cálcio, e tem baixa taxa de reciclagem, sugerindo que a molécula esteja 
envolvida no estabelecimento da polaridade da célula epitelial (Krahn et. al., 2010). 
Yang e colaboradores (2005) relataram que células de câncer de próstata 




uma protocaderina denominada PCDH-PC, identificada como um oncogene presente no 
cromossomo Y humano. A PCDH-PC é uma proteína de localização citoplasmática que 
possui um domínio carboxiterminal homólogo ao sítio de ligação de β-catenina das 
caderinas clássicas. A superexpressão da PCDH-PC nessas células induziu a sinalização 
intracelular pela via Wnt/β-catenina e ocasionou a transdiferenciação dessas células 
para um tipo neuroendócrino-like, semelhante ao observado nessas células quando 
cultivadas em meio sem estímulo androgênico. A expressão da PCDH-PC em câncer de 
próstata humano pode explicar o motivo pelo qual a proliferação de tais células seja 
independente de hormônios. Observou-se que a quantidade do mRNA do gene PCDH-
PC está aumentada em células de carcinoma de próstata resistentes ao hormônio, 
comparativamente à células prostáticas normais e células tumorais do mesmo tecido 
sensíveis à ação de hormônios androgênicos, corroborando os resultados observados em 
linhagens tumorais estabelecidas (Terry et. al., 2006). 
Parenti e colaboradores (2009) mostraram que o tratamento de células de câncer 
colorretal com o anti-inflamatório ácido 5-aminosalicílico (5-ASA, Mesalazine
®
), um 
forte candidato a ser utilizado na prevenção desse tipo de câncer, induziu a expressão de 
µ-protocaderina, que seqüestrou β-catenina na membrana plasmática impedindo sua 
função como proteína co-ativadora da transcrição. Conseqüentemente, observou-se 
redução da proliferação celular, aumento do número de células em apoptose e reparo do 
DNA. 
Dallosso e colaboradores (2009) demonstraram que a maioria dos genes dos 
clusters Pcdhα, Pcdhβ e Pcdhγ estão hipermetilados e possuem expressão reduzida no tumor 
de Wilm’s, um tumor renal pediátrico. O silenciamento de alguns genes Pcdhγ ocasionou 
o aumento dos níveis de β-catenina e o aumento da indução de seus genes-alvos. 




atividade da β-catenina e inibiu a formação de colônias e o crescimento independente de 
ancoragem, sugerindo que os genes Pcdh funcionem como supressores tumorais nesse 
tumor. 
Junghans e colaboradores (2008) analisaram a expressão de diversas PCDHβ no 
Sistema Nervoso Central de camundongos adultos e verificaram que a PCDHβ13 é 
expressa em altos níveis em múltiplas regiões, incluindo a retina, a medula espinhal, o 
córtex, o cerebelo, o hipocampo e o bulbo olfatório. A PCDHβ13 começa a ser 
fracamente expressa na medula espinhal e no cérebro a partir do dia embrionário 10,5, 
momento no qual se inicia a neurogênese e o aparecimento dos primeiros neurônios. A 
expressão da PCDHβ13 aumenta significativamente no dia embrionário 12,5 e mantém-
se praticamente constante durante o desenvolvimento embrionário. A expressão da 
PCDHβ13 foi também observada no Sistema Nervoso Periférico e em tecidos não 
relacionados ao Sistema Nervoso durante a embriogênese e em camundongos adultos. O 
único órgão que não expressa nenhuma PCDHβ é o fígado. 
A estrutura da PCDHβ13 murina é representada na Figura 1. A PCDHβ13 possui 
um peptídeo sinal aminoterminal com 28 aminoácidos; seis motivos caderina na região 
extracelular que variam de 73 a 86 aminoácidos; uma região transmembrana de 23 










Figura 1. Estrutura da PCDHβ13 murina. A PCDHβ13 murina possui um peptídeo 
sinal (PS), seis motivos caderina, uma região transmembrana (TM) e uma região 
citoplasmática carboxiterminal. A estrutura da PCDHβ13 humana é semelhante à da 
PCDHβ13 murina. Modificada de Unigene (http://www.uniprot.org/uniprot/Q91Y06). 
 
1.5. Apoptose e sinalização intracelular 
 
O reconhecimento da PCDHβ13 na célula B16F10-Nex2 pelo mAb A4 leva a célula 
à morte in vitro. A exposição de fosfatidilserina na membrana e a fragmentação do DNA 
por endonucleases sugerem que essa interação induza um processo apoptótico na célula 
tumoral (Dobroff et. al., 2010, em publicação). 
A apoptose é um importante processo celular envolvido no desenvolvimento e 
homeostasia dos metazoários. A apoptose ocorre durante a embriogênese, 
desenvolvimento do sistema imune, resolução de respostas imunes, em resposta a danos 
no DNA, durante a privação de fatores de crescimento e para manter a homeostasia 
tecidual (Degterev & Yuan, 2008). A desregulação da apoptose pode ocasionar uma 
grande variedade de patologias, incluindo câncer, doenças auto-imunes e doenças 
neurodegenerativas (Riedl & Shi, 2004). 
Durante a apoptose ocorrem várias alterações celulares, caracterizadas por 
modificações morfológicas e bioquímicas. As principais alterações incluem perda da 
aderência à matriz extracelular e às células vizinhas, ocasionando arredondamento 




condensação da cromatina; fragmentação do DNA; pouca ou nenhuma alteração na 
ultraestrutura de organelas citoplasmáticas (complexo de Golgi, retículo 
endoplasmático, mitocôndrias e citoesqueleto); externalização da fosfatidilserina na 
membrana plasmática; formação de corpos apoptóticos; e engolfamento por fagócitos 
residentes (in vivo) (Degterev & Yuan, 2008; Taylor et.al., 2008; Kroemer et.al., 2009). 
O controle do ciclo celular em organismos multicelulares é realizado por uma 
complexa rede de vias de sinalização que, dependendo do estímulo, determinam se 
ocorrerá proliferação ou morte celular.  
Dentre as vias de sinalização que podem estar envolvidas na interação entre o 
mAb A4 e a PCDHβ13 encontram-se vias apoptóticas que podem ter sido ativadas 
(caspases recrutadas pelas vias intrínseca ou extrínseca) e/ou vias proliferativas que 
podem ter sido inibidas (MAPK, PI3K/AKT e Wnt/β-catenina). A seguir, descrevemos 
o processo de ativação da via das caspases e da via Wnt/β-catenina, implicada na 
sinalização induzida por protocaderinas em algumas células tumorais. 
 
1.5.1. Via das Caspases 
 
 Caspases (cysteine aspartic acid-specific proteases) são proteases altamente 
específicas que clivam os substratos após o motivo tetrapeptídico P4-P3-P2-P1, no qual 
P1 é um resíduo aspartato. A família das caspases pode ser subdivida em iniciadoras 
(que são capazes de se auto-ativarem e iniciar o processamento proteolítico de outras 
caspases) e efetoras (que são ativadas por outras caspases). As caspases efetoras clivam 
um grande número de substratos durante a apoptose, incluindo endonucleases e enzimas 




 As caspases estão normalmente presentes em células sadias como precursores 
inativos (zimógenos) com pouca ou nenhuma atividade proteolítica. Os estímulos 
apoptóticos podem induzir a ativação de caspases através de três vias principais: (1) 
Intrínseca; (2) Extrínseca; e (3) Via Granzima B. Independentemente da via de ativação 
de caspases, todas as vias levam à ativação das principais caspases efetoras (caspase-3, 
caspase-6 e caspase-7) (Taylor et.al., 2008).  
A via intrínseca é ativada por uma variedade de estímulos gerados no interior 
celular, tais como ativação de oncogenes e danos ao DNA (Riedl & Shi, 2004). Esses 
estímulos ativam um ou mais membros da subfamília BH3-only proteins (BAD, BID, 
BIK, BMF, BIM, HRK, NOXA e PUMA), que são proteínas pró-apoptóticas da família 
BCL-2. A regulação dos membros da família BH3-only proteins ocorre de distintas 
maneiras. Danos ao DNA ativam a proteína supressora tumoral p53, que por sua vez, 
aumenta a síntese de NOXA e PUMA. A ausência de fatores de crescimento induz a 
ativação de BAD e de BIM. As proteínas BIM e BMF estão relacionadas aos 
microtúbulos e filamentos de actina, respectivamente. BID é ativada através de 
proteólise por caspase-8 (Taylor et.al., 2008). A ativação de membros da subfamília 
BH3-only proteins antagoniza a ação das proteínas anti-apoptóticas da mesma família 
(BCL-2, BCL-xL, MCL1, BCL2A1, BCL-W e BCL-B) e promove a oligomerização das 
proteínas BAK-BAX na membrana externa mitocondrial. A formação desses 
oligômeros permite o efluxo de proteínas do espaço intermembranas da mitocôndria 
(citocromo c, SMAC/DIABLO, AIF, EndoG e OMI/HTRA2) para o citosol. O 
citocromo c liberado associa-se ao APAF-1 e a pró-caspase-9 formando um complexo 
multiprotéico, o apoptosomo, que é ativado pelo ATP com conseqüente ativação da 
caspase-9, desencadeando a cascata de sinalização pelas caspases-3, -6 e -7 (Sulaimon 




A via extrínseca é ativada pelo reconhecimento de um ligante de morte 
extracelular (FasL ou TNFα, por exemplo) por seu receptor de morte transmembrana 
(Fas ou TNFR, por exemplo). O reconhecimento induz o recrutamento de FADD e da 
caspase-8, levando à formação de um complexo denominado DISC. A formação do 
complexo DISC induz a ativação das caspases-8 e -10 que, por sua vez, desencadeiam a 
cascata de sinalização pelas caspases-3, -6 e -7. Em algumas situações, a caspase-8 pode 
desencadear a via intrínseca através da ativação de BID, uma BH3-only protein (Eberle 
et.al., 2008).  
A via dependente de granzima B ocorre durante a resposta imune e envolve a 
participação de linfócitos T CD8
+
 ou células NK. Quando ocorre o reconhecimento da 
célula-alvo, essas células liberam grânulos especializados contendo granzima B e 
perforina. A perforina oligomeriza na membrana plasmática da célula-alvo e forma 
poros que permitem a entrada das granzimas. A granzima B pode ativar BID e as 
caspases-3 e -7 (Taylor et.al., 2008). 








Figura 2. Vias de ativação das caspases. 1) Via extrínseca. O reconhecimento de um 
ligante de morte por seu receptor transmembrana induz o recrutamento de FADD e da 
caspase-8, com conseqüente ativação das caspases-8, -3, -6 e -7.  2) Via intrínseca. 
Estímulos de estresse gerados no interior celular ativam membros da subfamília BH3-
only proteins que antagonizam a ação das proteínas anti-apoptóticas da família BCL-2 e 
promovem a oligomerização das BAK-BAX na membrana externa mitocondrial. Há 
liberação de proteínas mitocondriais para o citosol. O citocromo c induz a formação do 
apoptosomo, com conseqüente ativação das caspases-9, -3, -6 e -7. 3) Via da granzima 
B. Linfócitos T CD8
+
 ou células NK liberam grânulos especializados contendo 
granzima B e perforina. A perforina oligomeriza na membrana plasmática da célula-
alvo e forma poros que permitem a entrada das granzimas. A granzima B pode ativar 




A pronunciada resistência do melanoma à quimioterapia é sugestiva da 
inativação de programas de apoptose, um pré-requisito para a proliferação celular 
(Eberle et.al., 2008). A indução de apoptose é um dos alvos terapêuticos almejados 
pelas terapias anti-tumorais (Chin et.al., 2007).  
 
1.5.2. Via Wnt/β-catenina 
 
1.5.2.1. Via Canônica: ativação de TCF/LEF 
 
Os genes Wnt codificam uma família de 19 glicoproteínas secretadas que atuam 
como ligantes na ativação de vias de sinalização receptor-dependente. A bem conhecida 
via de sinalização intracelular por Wnt/β-catenina inibe a degradação da β-catenina, 
levando a seu acúmulo no núcleo celular e à regulação da expressão de genes-alvo que 
controlam uma grande variedade de funções celulares, como diferenciação, proliferação 
e motilidade (Chien et.al., 2009). A concentração de β-catenina livre é finamente 
regulada por um processo de degradação mediada pelo proteassomo. Na ausência da 
ligação de um fator Wnt ao seu receptor transmembrana Frizzled e ao seu co-receptor 
LRP5/6, um complexo formado pelas proteínas GSK3β, APC, Axina e CK-1α promove 
a fosforilação da β-catenina, ocasionando sua ubiquitinação por β-TrCP (uma E3 
ubiquitina ligase) e degradação pelo proteassomo. Os baixos níveis de β-catenina 
citoplasmática garantem a repressão transcricional através da ligação do co-repressor 
Groucho aos fatores de transcrição TCF/LEF (Klaus & Birchmeier, 2008). 
Ao contrário, na presença do fator Wnt, os co-receptores LRP5/6 são 
fosforilados por CK-1γ e por GSK3β, e proteínas Dishevelled são recrutadas para a 




LRP5/6 e proteínas Dishevelled leva à inativação do complexo GSK3β-APC-Axina-
CK-1α através da fosforilação de GSK3β, ocasionando a estabilização da β-catenina e 
sua translocação para o núcleo. No núcleo, a β-catenina desloca o co-repressor Groucho 
e forma um complexo de transcrição ativo com os fatores de transcrição TCF/LEF 
através da interação com as proteínas co-ativadoras da transcrição Pygo, BCL9 e CBP.  
Conseqüentemente, ocorre a transcrição de vários genes relacionados à proliferação 
celular (Dahl & Guldberg, 2007; Klaus & Birchmeier, 2008). Um esquema da 









Figura 3. Via canônica de sinalização Wnt/β-catenina. A) Na ausência da ligação de 
Wnt ao seu receptor Frizzled (FZD) e ao seu co-receptor LRP5/6, o complexo formado 
pelas proteínas GSK3β, APC, Axina e CK-1α promove a fosforilação da β-catenina, 
ocasionando sua ubiquitinação por β-TrCP e degradação pelo proteassomo. Ocorre 
repressão transcricional através da ligação do co-repressor Groucho aos fatores de 
transcrição TCF/LEF. B) Na presença de Wnt, LRP5/6 são fosforilados por CK-1γ e por 
GSK3β, e proteínas Dishevelled (DVL) são recrutadas e interagem com FZD. A 
interação da axina com LRP5/6 e DVL inativa o complexo GSK3β-APC-Axina-CK-1α, 
ocasionando a estabilização da β-catenina e sua translocação para o núcleo.  No núcleo, 
a β-catenina desloca Groucho e forma um complexo de transcrição ativo com TCF/LEF 
através da interação com as proteínas co-ativadoras da transcrição Pygo, BCL9 e CBP.  




1.5.2.2. Via não-canônica: ativação de FOXO 
 
 Forkhead box O (FOXO) são fatores de transcrição que pertencem à família 
Forkhead box, caracterizada pela presença de um domínio de ligação ao DNA de 100 
aminoácidos conservados. Em mamíferos, quatro subfamílias foram identificadas: 
FOXO1 (expressa no tecido adiposo), FOXO3 (expressa no cérebro, coração, rim e 
baço), FOXO4 (expressa no músculo esquelético) e FOXO6 (expressa no cérebro) 
(Burgering, 2008). 
Os fatores de transcrição FOXO são regulados por uma grande variedade de 
estímulos, incluindo insulina, fatores de crescimento, neurotrofinas, nutrientes, citocinas 
e estresse oxidativo. As funções de FOXO estão relacionadas à parada do ciclo celular, 
ao reparo do DNA, à detoxificação de espécies reativas de oxigênio, à apoptose e à 
autofagia. A regulação da atividade de FOXO é realizada através de modificações pós-
traducionais, tais como, fosforilação, acetilação e ubiquitinização. FOXOs estão 
desregulados em vários tipos de cânceres, incluindo câncer de mama, câncer de 
próstata, glioblastoma e leucemia (Calnan & Brunet, 2008). 
 Os fatores de transcrição FOXO foram originalmente descritos como proteínas 
negativamente reguladas na via de sinalização insulina-PI3K-AKT. Na ausência de 
insulina ou de fatores de crescimento, FOXO localiza-se principalmente no núcleo e 
promove a transcrição de genes relacionados à parada do ciclo celular, à resistência ao 
estresse e à promoção de apoptose. Na presença de insulina, FOXO é exportado do 
núcleo ao citoplasma através da sua fosforilação por AKT e SGK e da participação da 
proteína 14-3-3. Desta forma, FOXO controla o crescimento celular, desenvolvimento, 




 Recentemente, foi também descrita a interação entre FOXO e a proteína β-
catenina. Essa interação ocorre em condições de estresse oxidativo e promove a 
ativação de FOXO. Adicionalmente, FOXO compete com TCF/LEF pela β-catenina, 
promovendo a inibição da transcrição por TCF/LEF (Jin et.al., 2008). Um esquema 
representativo da ativação de FOXO por β-catenina e a competição com o fator 
TCF/LEF é mostrado na Figura 4. 
 
 
Figura 4. Via de sinalização de β-catenina por FOXO e competição com o fator 
TCF/LEF. Os fatores de transcrição TCF/LEF e FOXO competem por β-catenina. 
Fatores de crescimento e estresse oxidativo controlam esse balanço. Durante o 
envelhecimento, a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) ocasiona a ativação 
da transcrição mediada por FOXO e a diminuição da transcrição mediada por TCF/LEF. 
Fatores de crescimento e estímulos de desenvolvimento estimulam a exclusão nuclear 
de FOXO através de sua fosforilação por AKT (PKB) e promovem a ligação da β-








1.5.2.3. β-catenina e complexos de adesão celular 
 
 Junções aderentes são complexos de adesão celular compostos por E-caderina, 
β-catenina, α-catenina, e p120-catenina. O mecanismo que regula o balanço entre β-
catenina citosólica e β-catenina presente nas junções aderentes é baseado em 
fosforilação sítio-específica. A fosforilação das tirosinas 142 e 654 na primeira e última 
repetição armadillo da β-catenina impedem a interação da β-catenina com E-caderina e 
α-catenina, respectivamente, e desfazem a junção aderente. Conseqüentemente, há 
aumento da transcrição gênica mediada por β-catenina. Esse mecanismo explica como a 
perda de adesão celular pode estar relacionada à progressão tumoral (Lai et.al., 2009). 
 
 1.5.2.4. β-catenina e melanoma 
 
A sinalização anômala pela via da β-catenina pode levar ao desenvolvimento e 
progressão tumoral (Haass et.al., 2004; Chin et.al., 2007).  
Ao contrário do que ocorre para os carcinomas de mama, rim e colorretal, a 
perda da sinalização pela via Wnt/β-catenina está relacionada ao desenvolvimento e 
progressão do melanoma maligno em pacientes e no modelo de melanoma murino B16-
F1 (Bachmann et. al., 2005; Chien et. al., 2009). Corroborando esse achado, mutações 
que ativam constitutivamente a via da β-catenina são raramente encontradas em 
melanoma (Pollock & Hayward, 2002; Worm et. al., 2004).  
Takahashi e colaboradores (2008) demonstraram que o silenciamento gênico da 
β-catenina no melanoma murino B16-BL6 retardou o crescimento tumoral no modelo 




que o silenciamento gênico da β-catenina ocasionou o rearranjo de complexos de adesão 
celular, favorecendo a migração celular. 
Bellei e colaboradores (2008) demonstraram que a inibição de GSK3-β 
ocasionou o aumento da β-catenina e promoveu a melanogênese no melanoma murino 
B16F10 e em melanócitos humanos normais. Observou-se a indução de marcadores 
associados à diferenciação de melanócitos, tais como síntese de melanina, atividade 
tirosinase, e expressão de tirosinase e MITF. Adicionalmente, houve redução do 
crescimento tumoral, sugerindo que a diminuição da β-catenina possa estar relacionada 
ao fenótipo tumoral de células de melanoma.  
A maioria dos nevos benignos apresenta β-catenina nuclear, enquanto a perda de 
β-catenina nuclear é observada na progressão do melanoma (Kageshita et. al., 2001; 
Maelandsmo et. al., 2003; Bachmann et. al., 2005). Chien e colaboradores (2009) 
demonstraram que níveis elevados de β-catenina nuclear correlacionam-se com menor 






 Determinação do mecanismo de citotoxicidade envolvido no reconhecimento da 
Protocaderina β13 (PCDHβ13) pelo anticorpo monoclonal A4 (mAb A4) em linhagens 
tumorais murinas e humanas. 
 
2.2. Específicos 
2.2.1. Verificar a reatividade e a citotoxicidade do mAb A4 em diferentes 
linhagens tumorais humanas e correlacionar esse efeito com a expressão da PCDHβ13. 
2.2.2. Determinar o mecanismo de morte celular induzido pela interação entre o 
mAb A4 e a PCDHβ13 em células tumorais de melanoma murino B16F10-Nex2.1 e de 
melanoma humano A2058. 
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 Camundongos Balb/c fêmeas (a partir de doze semanas) foram adquiridos do 
Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME) da Universidade 
Federal de São Paulo (UNIFESP). Os animais foram mantidos em isoladores com água, 
ração e serragem autoclavadas, em biotério com temperatura (22 ± 2ºC) e umidade (55 
± 10%) controladas. Os experimentos foram realizados de acordo com as normas do 
Comitê de Ética para Experimentação Animal da UNIFESP (CEP 1115/08, Anexo I). 
 
3.2. Linhagens celulares e condições de cultivo 
 
A linhagem de melanoma murino B16 foi isolada de um melanoma espontâneo 
em camundongos C57Bl/6 (H-2b). Fidler (1975) obteve linhagens de B16 
gradativamente mais agressivas e invasivas após sucessivas passagens in vivo, 
nomeando-as de F1 a F10. A linhagem B16F10 foi obtida do Instituto Ludwig de 
Pesquisas Contra o Câncer – São Paulo. Na Unidade de Oncologia Experimental 
(UNONEX) foram isoladas sublinhagens da linhagem B16F10 (nomeadas de B16F10-
Nex1 a Nex6), que apresentam diferentes graus de imunogenicidade e agressividade. A 
sublinhagem melanótica B16F10-Nex2 apresenta características próximas à linhagem 
B16F10, possuindo baixa imunogenicidade e moderada agressividade. A linhagem de 
melanoma murino B16F10-Nex2.1 utilizada neste trabalho é o resultado de uma 
passagem subcutânea in vivo da linhagem B16F10-Nex2 e possui as mesmas 
características que a original, tanto in vitro como in vivo.  
Materiais e Métodos 30 
 
O hibridoma secretor do mAb A4 foi isolado após imunização de camundongos 
C57Bl/6 com células do melanoma murino B16F10-Nex4 (cultivadas na presença de 
soro de camundongo) associadas ao adjuvante hidróxido de alumínio (Dobroff et.al., 
2002). 
O hibridoma secretor do mAb A4, a linhagem de melanoma murino (B16F10-
Nex2.1), a linhagem de melanoma humano (A2058), linhagens de carcinoma de cólon 
humano (HCT-8 e LS180), linhagens de carcinoma de mama humano (MCF-7 e SKBR-
3), a linhagem de tumor de cérvice uterino humano (SiHa) e a linhagem de leucemia 
mielóide aguda humana (HL-60) foram cultivados em meio completo, contendo RPMI-
1640 pH 7,4 (Gibco) suplementado com 10 mM de HEPES (USB), 24 mM de 
bicarbonato de sódio (Sigma), 40 mg/mL de gentamicina (Hipolabor) e 10% de soro 
fetal bovino (LGC),  a 37 ºC e atmosfera com 5% de CO2.  
As linhagens tumorais humanas de cérvice uterino (HeLa) e glioblastoma (U87- 
MG) foram cultivadas em meio DMEM pH 7,4 (Gibco) suplementado com 10 mM de 
HEPES (USB), 24 mM de bicarbonato de sódio (Sigma), 40 mg/mL de gentamicina 
(Hipolabor) e 10% de soro fetal bovino (LGC), a 37 ºC e atmosfera com 5% de CO2.  
Células da linhagem de melanócitos murinos imortalizados (melan A) foram 
cultivadas em meio RPMI-1640 pH 6,9 (Gibco) suplementado com 10 mM de HEPES 
(USB), 24 mM de bicarbonato de sódio (Sigma), 40 mg/mL de gentamicina 
(Hipolabor), 5% de soro fetal bovino (LGC) e 2 µM do mitógeno PMA (Sigma). Essa 
linhagem foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Michel Rabinovich do Departamento de 
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (DMIP) da Universidade Federal de São 
Paulo (UNIFESP). 
Materiais e Métodos 31 
 
As linhagens tumorais humanas foram obtidas do Banco de Células do Instituto 
Ludwig de Pesquisas contra o Câncer e do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), 
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). 
 
3.3. Produção, purificação e reatividade do mAb A4 
 
3.3.1. Produção e purificação do mAb A4 por cromatografia de afinidade 
 
Camundongos Balb/c fêmeos (a partir de doze semanas) foram tratados 
intraperitonealmente com 1 mL de óleo mineral (Nujol®, Mantecorp). Após quatro dias, 
foram injetados intraperitonealmente 2x106 células do hibridoma secretor do mAb A4. 
Cerca de dez dias após a injeção do hibridoma, o líquido ascítico foi retirado e 
centrifugado duas vezes a 3.000 rpm por 10 min a 4 ºC. Foram descartadas as frações 
celular e adiposa. Para a purificação do mAb A4, o líquido ascítico foi filtrado duas 
vezes em filtro com porosidade de 0,22 µm (Millipore) e purificado por cromatografia 
de afinidade em coluna Protein G Sepharose 4 Fast Flow (Pharmacia Biotech). 
Previamente, a coluna de afinidade foi equilibrada com 50 mL de PBS 1X. O líquido 
ascítico foi diluído cinco vezes em PBS 1X e cerca de 50 mL foram aplicados na 
coluna. Em seguida, a coluna foi lavada com 50 mL de PBS 1X para retirar proteínas 
ligadas inespecificamente à resina. A eluição do mAb A4 foi realizada com 15 mL de 
0,1 M de glicina pH 2,8 (Amersham Biosciences). Frações de 1 mL foram coletadas e 
neutralizadas com 50 µL de l M de Tris-HCl pH 9,0 (Merck). As frações que continham 
proteínas foram detectadas pelo micrométodo de Bradford (Bradford, 1976). A 
concentração das amostras foi realizada em Célula Amicon por pressão negativa de N2 
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utilizando-se membrana com cut-off de 10.000 Da (Millipore). A diálise foi realizada 
com 10 volumes de PBS 1X no mesmo equipamento. 
 A quantificação do mAb A4 foi realizada a 280 nm em espectrofotômetro 
Hitach U-2000 e a pureza foi avaliada em eletroforese SDS-PAGE (eletroforese em gel 
de poliacrilamida em presença de SDS) seguida por coloração com nitrato de prata. O 
gel de empacotamento era constituído por 3% de poliacrilamida (Pharmacia Biotech) 
em tampão contendo 125 mM de Tris-HCl pH 6,8 (Merck) e 0,1% de SDS (Sigma). O 
gel de separação era constituído por 10% de poliacrilamida em tampão contendo 375 
mM de Tris-HCl pH 8,8 e 0,1% de SDS. Resumidamente, 15 µL da amostra foram 
misturados com 5 µL de tampão de amostra 4X [0,5 M de Tris-HCl pH 6,8 (Merck), 
45% de glicerol (Sigma), 9% de SDS (Sigma), 1% de 2-mercaptoetanol (Merck) e 0,1 
mg de azul de bromofenol (Merck)] e aquecidos a 100ºC por cinco minutos. A 
eletroforese foi realizada a 100 V por aproximadamente 1h. Para a coloração com 
nitrato de prata, o gel foi fixado por 15 min com 50% de metanol (Synth), 12% de ácido 
acético (Merck) e 0,5% de formaldeído 37% (Merck). A seguir, foram realizadas duas 
lavagens de 10 min com 50% de etanol (Merck) e pré-tratamento com 0,2 g/L de 
tiossulfato de sódio (Merck) por 10 min. O tratamento com 2 g/L de nitrato de prata 
(Sigma) e 0,07% de formaldeído 37% (Merck) foi realizado por 10 min. Posteriomente, 
o gel foi revelado com 60 g/L de carbonato de sódio (Sigma),  0,5% de formaldeído 
37% (Merck) e 4 mg/mL de tiossulfato de sódio (Merck). O bloqueio da reação foi feito 





Materiais e Métodos 33 
 
3.3.2. ELISA Quimioluminescente (ELISA-Q) 
 
A reatividade do mAb A4 purificado, do líquido ascítico ou do sobrenadante de 
cultura do hibridoma secretor do mAb A4 com a superfície das células tumorais 
murinas ou humanas foi verificada através do ensaio de ELISA-Q. Foram adicionadas 
104 células por poço em placas brancas de ELISA-Q (Nunc), centrifugadas a 1.500 rpm 
por 10 min e fixadas com 0,5% de glutaraldeído (Sigma) por 12h a 4 ºC. Lavou-se a 
placa quatro vezes com PBS 1X contendo 0,05% de Tween. A neutralização foi 
realizada com 0,5 M de glicina (Amersham Biosciences) por 1h a temperatura ambiente. 
Lavou-se a placa novamente quatro vezes com PBS 1X contendo 0,05% de Tween. Os 
sítios de ligação livres foram bloqueados com solução contendo PBS 1X, 0,05% de 
Tween 20 (USB) e 1% de albumina bovina (Sigma) por 2h a temperatura ambiente. 
Foram realizadas mais quatro lavagens com PBS 1X contendo 0,05% de Tween. Em 
seguida, foi adicionado o mAb A4 diluído em tampão contendo PBS 1X, 0,05% de 
Tween 20 e 0,1% de albumina bovina por 12h a 4 ºC. Após três lavagens com PBS 1X 
contendo 0,05% de Tween, prosseguiram-se as reações com anti-IgG murina biotinilada 
(Sigma) e, em seguida, com estreptavidina-peroxidase (Sigma), ambas diluídas 1:1000 
em tampão contendo 0,5 M de carbonato de sódio (Sigma) e 0,5 M de bicarbonato de 
sódio (Sigma) pH 9,6, por 1h a temperatura ambiente. Lavou-se a placa novamente por 
três vezes com PBS 1X contendo 0,05% de Tween. A revelação foi realizada com o 
reagente Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore) diluído 
1:100 em PBS 1X, a 470 nm, e a leitura realizada em luminômetro SpectraMaxL 
(Molecular Devices).  
 
 




Adicionalmente, a reatividade do mAb A4 com proteínas presentes no lisado 
total das diferentes linhagens tumorais foi avaliada através de Immunoblotting.  
Para obtenção do lisado total, 107 células foram lisadas com 15 volumes de 
tampão de lise contendo 0,9% de NaCl (Carlo Erba), 0,01 M de Tris-HCl pH 7,2 
(Merck), 0,01 M de MgCl2 (Sigma), 5 mM de PMSF (Merck) e 0,5 M de Nonidet P-40 
(LKB), agitando-se o material em vortex por 15 min. Em seguida, o lisado celular foi 
centrifugado a 2.000 rpm por 10 min, e o sobrenadante foi centrifugado a 12.000 rpm 
por 5 min. O sobrenadante resultante foi mantido por 12h a 4 ºC. Posteriormente, o 
material foi centrifugado novamente a 12.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi então 
filtrado em filtro com poros de 0,45 µm (Millipore) e, a seguir, em filtro com poros de 
0,22 µm (Millipore). A quantificação proteica foi realizada pelo micrométodo de 
Bradford (Bradford, 1976).   
Trinta µg do lisado celular foram aplicados em gel SDS-PAGE (como descrito 
no item 3.3.1) e após a separação eletroforética, o gel foi equilibrado em tampão de 
transferência contendo 0,025 M de Tris-Base (Merck), 0,19 M de glicina (Amersham 
Bioscences) e 20% de Metanol (Synth) por 2 min. A transferência das proteínas do gel 
SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences) foi realizada 
por 20 min a 20 V e 400 mA no equipamento ECL Semi-Dry Transfer Unit (Amersham 
Biosciences). A eficiência da transferência foi verificada através da coloração da 
membrana de nitrocelulose com solução contendo 0,1% de Ponceau S (USB) em 10% 
de ácido acético (Merck). Após lavagem da membrana de nitrocelulose com água 
destilada para retirada total do corante, a mesma foi bloqueada com solução de bloqueio 
contendo 0,05% de Tween 20 (USB) e 5% de leite desnatado (Molico®, Nestlé) em PBS 
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1X por 1h a temperatura ambiente. Em seguida, a membrana de nitrocelulose foi lavada 
três vezes com PBS 1X contendo 0,05% de Tween (PBS-T) por 10 min. Adicionou-se 
então o mAb A4 (30 µg/mL) diluído em PBS-T e 1% de leite desnatado por 12h a 4 ºC. 
Lavou-se a membrana de nitrocelulose novamente três vezes com PBS-T por 10 min. 
Adicionou-se anti-IgG murina biotinilada (Sigma) diluída 1:500 em PBS-T e 1% de 
leite desnatado por 1h a temperatura ambiente. Foram realizadas mais três lavagens com 
PBS-T por 10 min. Adicionou-se estreptavidina-peroxidase (Sigma) diluída 1:500 em 
PBS-T e 1% de leite Molico por 1h a temperatura ambiente. Lavou-se a membrana de 
nitrocelulose duas vezes com PBS-T por 10 min e uma vez com PBS 1X por 10 min. A 
revelação foi realizada em câmara escura com o reagente Immobilon Western 
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore) diluído 1:1 em PBS 1X. 
 
3.3.4. Imunofluorescência Indireta com células previamente fixadas  
 
 Lamínulas redondas de vidro (GlassTécnica) foram previamente tratadas com 
acetona (Synth) por 24h, lavadas em água destilada, lavadas em álcool 70%, flambadas, 
dispostas em placas de 24 poços (TPP, Switzerland) e expostas à luz ultravioleta por 30 
min. Em seguida, 104 células no volume de 200 µL foram adicionadas sobre as 
lamínulas e a placa foi mantida em repouso para aderência das células durante 30 min. 
Adicionou-se mais 1 mL de meio completo e incubou-se a placa em estufa de CO2 a 37 
ºC por 24h. As lamínulas foram lavadas três vezes com PBS 1X e as células foram 
fixadas com formaldeído 3,7% (Merck) por 15 min a temperatura ambiente. A seguir as 
lamínulas foram novamente lavadas por três vezes com PBS 1X e bloqueadas com 
tampão de bloqueio contendo 150 mM de NaCl (Carlo Erba), 50 mM de Tris-Base 
(Merck), 0,25% de albumina soro bovina (Sigma) e 0,05% de Tween 20 (USB) por 1h a 
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temperatura ambiente. Após três lavagens com PBS 1X, foi adicionado o mAb A4 (50 
µg/mL) diluído em tampão de bloqueio por 1h a temperatura ambiente. As lamínulas 
foram lavadas três vezes com PBS 1X e adicionou-se anti-IgG murina biotinilada 
(Sigma) diluída 1:500 em PBS 1X por 1h a temperatura ambiente. Foram realizadas três 
lavagens com PBS 1X e adicionou-se estreptavidina-FITC (Pharmingen) diluída 1:250, 
Faloidina-TRITC (Tetramethyl Rhodamine Isothiocyanate, Invitrogen) diluída 1:250 e 
DAPI (Sigma) diluído 1:50 em tampão de bloqueio por 1h a temperatura ambiente. Por 
fim, foram realizadas três lavagens com PBS 1X e as lamínulas foram montadas 
invertidas em lâminas com 4 µL do protetor de fluorescência VectaShield (Vector). 
Para verificar a expressão da molécula PCDHβ13 em linhagens tumorais 
humanas e murinas, após o bloqueio das lamínulas e lavagens com PBS 1X, adicionou-
se anti-PCDHβ13 humana (Abcam) diluída 1:50 por 1h a temperatura ambiente. As 
lamínulas foram lavadas três vezes com PBS 1X e adicionou-se anti-IgG murina 
conjugada a AlexaFluor 488 (Invitrogen) diluída 1:100, Faloidina-Rodamina 
(Invitrogen) diluída 1:2500 e DAPI (Sigma) diluído 1:100 em tampão de bloqueio por 
1h a temperatura ambiente. Após lavagem, as lamínulas foram montadas em lâminas 
como descrito acima. 
A visualização das lâminas foi realizada em microscópio de fluorescência 
Olympus (Modelo BX-51), com câmera digital integrada (Modelo DF-71) no 
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3.3.5. Imunofluorescência Indireta com células fixadas após tratamento com 
o mAb A4 in vitro  
 
Células em lamínulas redondas de vidro foram preparadas como descrito no item 
3.3.4. Após adesão das mesmas, adicionou-se 1 mL de meio completo e incubou-se a 
placa em estufa de CO2 a 37 ºC por 24h. As lamínulas foram lavadas três vezes com 
PBS 1X e foi adicionado o mAb A4 (50 µg/mL ou 500 µg/mL) diluído em meio 
completo por 10 min ou 60 min a temperatura ambiente. Após três lavagens com PBS 
1X, as células foram fixadas com formaldeído 3,7% (Merck) por 1h a temperatura 
ambiente. A seguir as lamínulas foram lavadas por três vezes com PBS 1X e bloqueadas 
com tampão de bloqueio contendo 150 mM de NaCl (Carlo Erba), 50 mM de Tris-Base 
(Merck), 0,25% de albumina soro bovina (Sigma) e 0,05% de Tween 20 (USB) por 1h a 
temperatura ambiente. As lamínulas foram lavadas três vezes com PBS 1X e adicionou-
se anti-IgG murina conjugada a AlexaFluor 488 (Invitrogen) diluída 1:100, Faloidina-
Rodamina (Invitrogen) diluída 1:500 e DAPI (Sigma) diluído 1:100 em tampão de 
bloqueio por 1h a temperatura ambiente. Após lavagem, as lamínulas foram montadas 
em lâminas como descrito no item 3.3.4. 
Para localização do mAb A4 após sua internalização em vesículas endocíticas, 
após o bloqueio das lamínulas e lavagens com PBS 1X, adicionou-se anti-LAMP-1 
murina (cortesia do Prof. Dr. Renato Arruda Mortara) diluída 1:1 por 1h a temperatura 
ambiente. As lamínulas foram lavadas três vezes com PBS 1X e adicionou-se anti-IgG 
murina conjugada a AlexaFluor 488 (Invitrogen) diluída 1:100, anti-Ig de rato-
AlexaFluor 568 (Invitrogen) diluído 1:100 e DAPI (Sigma) diluído 1:100 em tampão de 
bloqueio por 1h a temperatura ambiente. Após lavagem, as lamínulas foram montadas 
em lâminas como descrito acima. A visualização das lâminas foi realizada em 
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microscópio de fluorescência confocal Zeiss Axiovert 100 acoplado ao instrument 
BioRad 1024UV, usando lentes  63X 1.4 NA DIC (ou 100X 1.4 NA Phase contrast) 
com óleo de imersão. Séries-Z foram processadas com o Software ImageJ. A 
visualização das lâminas foi realizada em colaboração com o Prof. Dr. Renato Arruda 
Mortara (Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, UNIFESP). 
 
 
3.4. Expressão gênica da PCDHβ13 por RT-PCR 
 
3.4.1. Extração de RNA total 
 
A extração de RNA total foi realizada a partir de 5x106 células com o reagente 
TRIZOLTM (Invitrogen) ou alternativamente, com o NucleoSpin RNA/Protein Kit 
(Macherey-Nagel) conforme instruções dos fabricantes.  
Na extração com o reagente Trizol, as células foram incubadas com 1 mL de 
Trizol por 5 min a temperatura ambiente e, em seguida, foram adicionados 200 µL de 
clorofórmio (Merck), mantendo-se as amostras no gelo por 3 min. Após centrifugação a 
12.000 rpm por 15 min a 4 ºC, adicionou-se ao sobrenadante 500 µL de isopropanol 
(Merck) e 100 µL de solução contendo 1,2 M de citrato de sódio (Merck) e 0,8 M de 
NaCl (Carlo Erba), incubando-se a -20 ºC por 12h. Em seguida, centrifugou-se a 14.000 
rpm por 10 min a 4 ºC e o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 75% (Merck). 
Após centrifugação a 14.000 rpm por 5 min a 4 ºC, o precipitado foi seco a temperatura 
ambiente por cerca de 30 min e ressuspendido em água ultrapura (Milli-Q, Millipore) 
autoclavada. 
A quantificação do RNA e a determinação de sua pureza foram realizadas em 
espectrofotômetro Hitachi U-2000 utilizando-se as seguintes fórmulas: 






Somente foram utilizadas amostras com pureza maior ou igual a 1,1. 
Três µg de RNA foram misturados com 2 µL de tampão de amostra 6X [0,25% 
de Azul de Bromofenol (Sigma), 0,25% de Xilenocianol (Sigma), 15% de Ficoll 400 
(USB) e 7 M de uréia (Bio-Rad)], aquecidos a 65 ºC por 10 min e resfriados em gelo 
por 1 min. A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1% a 100 V por 
aproximadamente 45 min.  A qualidade do RNA foi considerada como satisfatória 
nas amostras em que foi possível visualizar as bandas de RNA ribosomal 28S e 18S. 
 
3.4.2. Síntese de cDNA 
 
O RNA extraído foi utilizado para a síntese de cDNA utilizando Ready-to-go T-
primed first-strand Kit (Amersham Biosciences). Resumidamente, 2 µg de RNA total 
foram aquecidos a 65 ºC por 5 min, seguidos por incubação a 37 ºC por mais 5 min. O 
RNA foi então adicionado ao tubo contendo os reagentes previamente associados e 
incubado a 37 ºC por 5 min. A reação foi homogeneizada e incubada a 37 ºC por 1h 
para a síntese do cDNA.   
A quantificação do DNA foi realizada em espectrofotômetro Hitachi U-2000 a 




Concentração de RNA (µg/µL) = Absorbância a 260 nm x Diluição x 40 x 10-3 
 
Pureza do RNA = Absorbância a 260 nm 
                               Absorbância a 280 nm 
Concentração de DNA (µg/µL) = Absorbância a 260 nm x Diluição x 50 x 10-3 
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3.4.3. RT-PCR, purificação dos produtos de PCR e seqüenciamento 
 
As PCRs foram feitas utilizando-se primers para a seqüência do gene 
codificador da PCDHβ13 murina e humana. Como controle constitutivo do ensaio 
foram utilizados primers para os genes da β-actina murina e humana. As seqüências dos 
primers utilizados para as diferentes reações e suas temperaturas de anelamento estão 
mostradas na Tabela 2. As seqüências dos primers para amplificação do gene da 
PCDHβ13 murina (RT13M3 e RT13M4) foi selecionada por Junghans (2008). 
As condições das reações para a amplificação dos produtos de RT-PCR estão 
disponibilizadas na Tabela 3 (PCDHβ13 murina e humana), Tabela 4 (β-actina murina e 
humana) e Tabela 5 (ciclos da reação). Para confirmação da amplificação, 10 µL de 
cada produto foi verificado em gel de agarose 1%, como descrito no item no item 3.4.2. 
 
Tabela 2.  Primers utilizados para a amplificação dos genes da PCDHβ13 e da β-actina. 
(M) Murina e (H) Humana. T (ºC), Temperatura de anelamento utilizada; Produto (pb), 
tamanho esperado do fragmento amplificado em pares de bases. 




Direto TTTATGATAGCGCCTGGGAATGG 55 
237 
Reverso AGAGAAGGGGGATGGAGTGAAGAACT 55 
PCDHβ13 (H) 
Direto GAGGCAAGAGATGCTGGAAC 55 
364 
Reverso CGATCAGCACGGTCATATTG 55 
β-actina (M) 
Direto CAGAGCAAGAGAGGGATCCTGA 55 
876 
Reverso TGATCCACATCTGCTGGAAGGT 55 
β-actina (H) 
Direto GGTGTTTGCTTTGACACCCT 58 
884 
Reverso GCTTCTGCCACACTTCCTTC 58 
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Tabela 3. Condições para amplificação do gene da PCDHβ13 murina e humana. Tampão 
5X pH 9,0: 300 mM de Tris-HCl e 75 mM de sulfato de amônio, pH 9,0. dNTP, 




















Tabela 5. Condições dos ciclos para amplificação utilizados. 
Etapa Condição Tempo 
1 ) Desnaturação do DNA 94ºC 5 min 
2 ) Desnaturação do DNA 94ºC 1 min 
3 ) Anelamento dos primers Temperatura média dos primers 45s 
4 ) Extensão da nova fita de DNA 72ºC 4 min 
5)  Amplificação Repetir Etapas 2 a 4 por 35 vezes - 
6 ) Extensão final  72ºC 10 min 
7) Término 4ºC ∞ 
 
Reagentes (Invitrogen) Volume (µL) Concentração Final 
Água Milli-Q 30,2 - 
Tampão 5X pH 9,0 10,0 1X 
MgCl2 (50 mM) 1,5 1,5 mM 
dNTP (10 mM) 2,0 400 µM 
Primer Direto (10 µM) 2,0 400 nM 
Primer Reverso (10 µM) 2,0 400 nM 
cDNA 2,0 - 
Taq DNA Polymerase (5U/µL) 0,3 1,5 U 
Reagentes (Invitrogen) Volume (µL) Concentração Final 
Água Milli-Q 35,2 - 
Tampão 10X 5,0 1X 
MgCl2 (50 mM) 1,5 1,5 mM 
dNTP (10 mM) 2,0 400 µM 
Primer Direto (10 µM) 2,0 400 nM 
Primer Reverso (10 µM) 2,0 400 nM 
cDNA 2,0 - 
Taq DNA Polymerase (5U/µL) 0,3 1,5 U 
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  A confirmação da identidade do produto de PCR da PCDHβ13 humana foi 
realizada através de seqüenciamento do amplicon no Centro de Estudos do Genoma 
Humano da Universidade de São Paulo, utilizando-se a linhagem de tumor de cólon 
humano HCT-8. Para isso, a reação foi feita em maior volume (400 µL). Os produtos de 
PCR foram analisados em gel de agarose 1% e a banda correspondente ao fragmento de 
tamanho esperado foi cortada e purificada com o NucleoSpin Extract II PCR Clean-up 
and Gel Extraction Kit (Macherey-Nagel), seguindo as instruções do fabricante. O DNA 
purificado foi quantificado visualmente em gel de agarose 2% e a amostra foi enviada 
para seqüenciamento.  
 A análise da qualidade do cromatograma foi realizada com o Software BioEdit. 
A identidade da seqüência de DNA foi verificada com o programa BLAST disponível 
no servidor NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 
 
3.5. Citotoxicidade e mecanismo de morte celular desencadeado pelo mAb 
A4 em células tumorais in vitro 
 
3.5.1. Avaliação da viabilidade celular 
 
 Células tumorais murinas e humanas foram cultivadas em placas de 96 poços 
(1x104 células/poço) por 24h. A quantificação da viabilidade celular foi realizada cerca 
de 20h após a adição de diferentes concentrações do mAb A4 e realizada pelo ensaio 
MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma] ou por 
contagem de células viáveis na presença do corante de exclusão Trypan Blue (Gibco). 
 No ensaio com MTT, que quantifica espectrofotometricamente células 
metabolicamente ativas, após a incubação com mAb A4 foram adicionados 10 µL de 
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MTT (5 mg/mL diluídos em PBS 1X). Depois de 4h, foram adicionados 100 µL de 
tampão de solubilização contendo 0,01 M de HCl (Merck) e 10% de SDS (Sigma) 
seguindo-se incubação por 24h para a solubilização dos cristais formados pelo MTT. A 
leitura espectrofotométrica foi realizada a 570 nm. 
Na quantificação por contagem com o corante de exclusão Trypan Blue, o meio 
de cultura contendo o mAb A4 foi aspirado e foram adicionados 25 µL de 10% de 
tripsina (Gibco). Incubou-se a placa por 5 min a 37 ºC para desaderência das células. A 
ação da tripsina foi bloqueada com a adição de 25 µL de meio completo. Para contagem 
em câmara de Neubauer, 10 µL da amostra foram misturados a 10 µL do corante 
Trypan Blue e 10 µL foram então aplicados na câmara para contagem. 
 
3.5.2. Análise da exposição de fosfatidilserina na membrana plasmática 
 
  O tipo de morte celular desencadeada pelo mAb A4 nas células B16F10-Nex2.1 
também foi analisado com o Annexin-V-FITC Apoptosis Detection Kit (Sigma), de 
acordo com as instruções do fabricante. Resumidamente, 1x106 células foram 
adicionadas em placas de 6 poços (TPP), incubadas por 18h, e foram adicionados 400 
µg/mL de mAb A4, seguindo-se nova incubação por 12h. As células foram lavadas uma 
vez com PBS 1X, desaderidas com PBS 1X - 0,02% de EDTA e centrifugadas a 1.500 
rpm por 5 min. Ao pellet celular, adicionou-se 1 mL de Binding Buffer, fornecido pelo 
kit. A cada 500 µL de células foram adicionados 10 µL de iodeto de propídeo e 5 µL de 
Anexina V-FITC, incubando-se por 10 min a temperatura ambiente. As amostras foram 
analisadas em citômetro de fluxo FACScalibur (BD Biosciences, CA, USA) e com o 
Software CellQuest® (BD Biosciences). 
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Como controle negativo, utilizaram-se células não tratadas com mAb A4. Para 
compensação dos valores de anexina V-FITC e iodeto de propídeo, utilizaram-se células 
incubadas com o mAb A4 marcadas somente com anexina V-FITC ou com iodeto de 
propídeo. 
 
3.5.3. Ensaio para verificação da ativação de caspases 
 
Células tumorais murinas e humanas foram cultivadas em garrafas de 75 cm2 até 
atingirem cerca de 90% de confluência. Foram adicionados 400 µg/mL do mAb A4 por 
18h a 37 ºC. Utilizando-se o ApoTarget Caspase Colorimetric Protease Assay Sampler 
Kit (Invitrogen) verificou-se a ativação das caspases-2, -3, -6, -8 e -9, segundo 
instruções do fabricante. Resumidamente, 50 µL de Cell Lysis Buffer (fornecido pelo 
kit) foram adicionados a 5 x 106 células por 10 min. Após centrifugação a 12.000 rpm 
por 1 min, o sobrenadante foi coletado e a concentração de proteínas foi obtida pelo 
micrométodo de Bradford (Bradford, 1976). A reação foi realizada em placas de 96 
poços com 200 µg de proteína, 50 µL de Reaction Buffer e 200 µM de substrato, ambos 
fornecidos pelo kit, por 2h a 37ºC. As amostras foram lidas em espectrofotômetro para 
leitura de placas Tecan, Modelo Sunrise (Tecan Group, USA) a 405 nm. 
 
3.5.4. Ensaio para verificação da produção de espécies reativas de oxigênio 
 
A análise da produção de ânions superóxido foi realizada conforme descrito por 
Mezhybovska et.al. (2009) com algumas modificações. Resumidamente, 104 células 
tumorais foram cultivadas em lamínulas redondas de vidro como descrito no item 3.3.4. 
Após 1, 3, 6 ou 18h de incubação com 400 µg/mL de mAb A4, células foram 
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submetidas ao ensaio com dihydroethidium (DHE, Invitrogen). Como controle positivo 
da geração de ânions superóxido, foram utilizados 5 mM de H2O2 por 20 min.  
 
3.5.5. Ensaio para verificação de condensação da cromatina  
 
Células em lamínulas redondas de vidro foram preparadas como descrito no item 
3.3.4, utilizando-se 2x104 células/lamínula. Após adesão das mesmas, adicionou-se 1 
mL de meio completo e incubou-se a placa em estufa de CO2 a 37 ºC por 24h. As 
lamínulas foram lavadas três vezes com PBS 1X e foram adicionados 400 µg/mL do 
mAb A4 diluído em meio completo por cerca de 20h a 37 ºC. As lamínulas foram 
lavadas com PBS 1X e incubadas com 2 µM do corante Hoechst 33258 (Invitrogen) por 
10 min e montadas invertidas em lâminas com 4 µL do protetor de fluorescência 
VectaShield (Vector). 
 A visualização das lâminas foi realizada em microscópio de fluorescência 
Olympus (Modelo BX-51), com câmera digital integrada (Modelo DF-71), no 
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Disciplina de 
Parasitologia, UNIFESP.  
 
3.5.6. Ensaio para verificação de degradação do DNA: formação do DNA 
ladder em gel de agarose 
 
 Células tumorais murinas e humanas foram cultivadas em placas de 24 poços 
(1x105 células/poço) por 24h. Em seguida, foram adicionados 400 µg/mL do mAb A4 
seguindo-se incubação por 24h a 37 ºC. Como controle positivo de fragmentação de 
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DNA induzida por apoptose foi utilizado 1 µg/mL de actinomicina-D (Sigma) por 24h a 
37 ºC.   
Para a extração do DNA, as células foram lisadas com 500 µL de tampão TELT 
contendo 50 mM de Tris-HCl pH 8,0 (Merck), 2,5 mM de EDTA pH 9,0 (USB), 4% de 
Triton X-100 (Sigma) e 2,5 mM LiCl (Sigma) e centrifugadas a 12.000 rpm por 10 min 
a 4 ºC. Ao sobrenadante, adicionou-se um volume de fenol equilibrado pH 8,0 (USB) e 
centrifugou-se 12.000 rpm por 30 min a 4 ºC. À fase aquosa do sobrenadante adicionou-
se clorofórmio (1:1, v:v, Merck) e centrifugou-se a 12.000 rpm por 15 min a 4 ºC. Ao 
sobrenadante contendo os ácidos nucléicos foram adicionados 0,1 volume de acetato de 
sódio 3,0 M pH 5,5 (Sigma) e 2,5 volumes de etanol absoluto (Merck), seguindo-se 
incubação a -20ºC por 12h. Após centrifugação a 12.000 rpm por 15 min a 4 ºC, o 
precipitado foi lavado com 500 µL de etanol 70% e centrifugado a 12.000 rpm por 5 
min a 4 ºC. O precipitado foi seco a temperatura ambiente por cerca de 30 min e 
posteriormente ressuspendido em água ultrapura (MilliQ, Millipore) autoclavada 
contendo 50 µg/mL de RNase A (USB). 
A quantificação do DNA foi realizada em espectrofotômetro Hitachi U-2000 a 
260 nm utilizando-se a seguinte fórmula: 
 
 
Cerca de 2 µg de DNA foram separados eletroforeticamente em gel de agarose 
1%. As amostras foram homogeneizadas com 2 µL de tampão de amostra 6X [0,25% de 
azul de bromofenol (Sigma), 0,25% de xilenocianol (Sigma) e 15% de Ficoll 400 
(Pharmacia Biotech)] e submetidas à corrida eletroforética em tampão contendo 89 mM 
de Tris-HCl (Merck), 89 mM de ácido bórico (Sigma) e 20 mM de EDTA (USB) a 100 
V por 1h. 
Concentração de DNA (µg/µL) = Absorbância a 260 nm x Diluição x 50 x 10-3 
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3.5.7. Ensaio para verificação de degradação do DNA: TUNEL (terminal 
deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick end labeling)  
 
Células em lamínulas redondas de vidro foram preparadas como descrito no item 
3.3.4, utilizando-se 2x104 células/lamínula. Após adesão das mesmas, adicionou-se 1 
mL de meio completo e incubou-se a placa em estufa de CO2 a 37 ºC por 24h. As 
lamínulas foram lavadas três vezes com PBS 1X e foram adicionados 400 µg/mL mAb 
A4 diluído em meio completo por cerca de 20h a 37 ºC. As células foram fixadas com 
4% de formaldeído (Merck) por 30 min a temperatura ambiente. A seguir as lamínulas 
foram lavadas por três vezes com PBS 1X e incubadas com solução de permeabilização 
contendo 0,1% de Triton X-100 e 0,1% de citrato de sódio por 30 min a temperatura 
ambiente. As lamínulas foram lavadas três vezes com PBS 1X e procedeu-se a reação 
de TUNEL utilizando-se o In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein (Roche), 
segundo instruções do fabricante. Foram adicionados 50 µL de TUNEL Reaction 
Mixture por 1h a 37 ºC. Após três lavagens com PBS 1X, adicionou-se DAPI (Sigma) 
diluído 1:100 em PBS 1X por 10 min a temperatura ambiente. Por fim, foram realizadas 
três lavagens com PBS 1X e as lamínulas foram montadas invertidas em lâminas com 4 
µL do protetor de fluorescência VectaShield (Vector). 
 A visualização das lâminas foi realizada em microscópio de fluorescência 
confocal Zeiss Axiovert 100 acoplado ao instrument BioRad 1024UV, usando lentes  
63X 1.4 NA DIC ou 100X 1.4 NA Phase contrast) com óleo de imersão. Séries-Z foram 
processadas com o Software ImageJ. no Departamento de Microbiologia, Imunologia e 
Parasitologia, Disciplina de Parasitologia, UNIFESP.  
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 3.5.8. Microscopia eletrônica de transmissão 
 
Células tumorais (5x104) foram cultivadas em discos plásticos de Agar por 24h e 
posteriormente incubadas com 400 µg/mL de mAb A4 por 18h. Após incubação, as 
células foram fixadas com uma mistura de 2,5% de glutaraldeído e 2% formaldeído em 
0,1% de tampão cacodilato de sódio pH 7.2 por 20h. Após lavagem com tampão 
cacodilato por 10 min, as células foram tratadas com 1% de tetróxido de ósmio em 
tampão cacodilato por 30 min e, posteriormente, com uma solução aquosa de 0,4% de 
acetato de uranila por 30 min. Entre esses procedimentos, as células foram lavadas com 
água por 10 min. Em seguida, as células foram desidratadas em series alcoólicas de 
etanol (70%, 90% e 100%), tratadas com óxido de propileno e embebidas em resina 
EPON. Após 24h, regiões específicas foram selecionadas para trimagem dos blocos. 
Seções semi-finas das regiões selecionadas foram coletadas e coradas em solução 
alcoólica de 1% de acetato de uranila para análise em microscópio eletrônico de 
transmissão Jeol 1200 EXII. 
 
3.6. Determinação da via de sinalização intracelular induzida pela interação 




Células tumorais de melanoma murino B16F10-Nex2.1 foram cultivadas em 
garrafas de 75 cm2 até atingirem cerca de 80% de confluência. O meio de cultivo foi 
então substituído por meio RPMI sem soro fetal bovino, e as células cultivadas por 
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cerca de 18h. As células foram então tratadas com 500 µg/mL de mAb A4 diluído em 
meio sem soro por 10, 30 ou 60 min a temperatura ambiente com agitação suave.  
Para obtenção do extrato celular total, as células foram lavadas uma vez com 
PBS 1X, desaderidas com 0,25% Tripsina (Sigma) e neutralizadas com cinco volumes 
de meio sem soro. As células foram centrifugadas a 1.500 rpm por 5 min a 4 ºC e 
lavadas por três vezes com PBS 1X. Adicionou-se 80 µL de tampão de lise por 15 min 
no gelo. O tampão de lise era constituído por 50 mM de Tris-HCl pH 7,4; 100 mM de 
NaCl; 0,5% de Nonidet P-40; 50 mM de NaF (inibidor de serina e treonina fosfatases); 
1 mM de NaVO4 (inibidor de tirosina fosfastases); 0,5 mM de PMSF 
(phenylmethylsulfonyl fluoride, inibidor de serina e cisteína proteases); 1 mM de 
AEBSF (4-(2-Aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride hydrochloride, inibidor de serina 
proteases); 800 nM de aprotinina (inibidor de tripsina, quimiotripsina e plasmina); 50 
µM de bestatina (inibidor de aminopeptidases); 15 µM de E64 (L-transepoxysuccinyl-
leucylamido-[4-guanidino]butane, inibidor de cisteína proteases); 20 µM de leupeptina 
(inibidor de enzimas lisossomais); e 10 µM de pepstatina A (inibidor de aspartato 
proteases). O lisado foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 min e a concentração de 
proteínas no sobrenadante foi avaliada pelo micrométodo de Bradford (Bradford, 1976). 
Quarenta µg de amostra foram aplicadas em gel SDS-PAGE, e a transferência 
para membrana de nitrocelulose, lavagens, bloqueio, incubação com anticorpos primário 
e secundário, e revelação foram realizados como descrito no item 3.3.3. Os anticorpos 
primários anti-β-actina (β-actin (13E5) rabbit mAb), anti-β-catenina total (β-catenin 
(L87A12) mouse mAb), anti-β-catenina fosforilada (Phospho β-catenin 
(Ser35/37/Thr41) Antibody) e anti-TCF-4 (TCF/LEF1 Antibody Sampler Kit) foram 
adquiridos da Cell Signaling. Os anticorpos secundários anti-mouse IgG-peroxidase e 
anti-rabbit IgG-peroxidase foram adquiridos da Sigma.  
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3.6.2. Localização celular da β-catenina 
 
Células em lamínulas redondas de vidro foram preparadas como descrito no item 
3.3.4, utilizando-se 2x104 células/lamínula. Após adesão das mesmas, adicionou-se 1 
mL de meio completo e incubou-se a placa em estufa de CO2 a 37 ºC por 24h. As 
lamínulas foram lavadas três vezes com PBS 1X e foram adicionados 500 µg/mL mAb 
A4 diluído em meio completo por 30 ou 60 min a temperatura ambiente. Após três 
lavagens com PBS 1X, as células foram fixadas com formaldeído 3,7% (Merck) por 1h 
a temperatura ambiente. A seguir as lamínulas foram lavadas por três vezes com PBS 
1X e bloqueadas com tampão de bloqueio contendo 150 mM de NaCl (Carlo Erba), 50 
mM de Tris-Base (Merck), 0,25% de albumina soro bovina (Sigma) e 0,05% de Tween 
20 (USB) por 1h a temperatura ambiente. As lamínulas foram lavadas três vezes com 
PBS 1X e adicionou-se anti-β-catenina total (β-catenin (L87A12) mouse mAb, Cell 
Signaling) diluída 1:100 em tampão de bloqueio por 1h a temperatura ambiente. Após 
lavagens com PBS 1X, adicionou-se anti-IgG murina conjugada a AlexaFluor 488 
(Invitrogen) diluída 1:100 e DAPI (Sigma) diluído 1:100 em tampão de bloqueio por 1h 
a temperatura ambiente. Por fim, foram realizadas três lavagens com PBS 1X e as 







Dobroff e colaboradores (2002) obtiveram anticorpos monoclonais (mAb) contra 
antígenos do melanoma murino B16F10 após imunização de camundongos C57BL/6 
singênicos com células do melanoma murino B16F10-Nex4, cultivadas em soro de 
camundongo normal, e o adjuvante hidróxido de alumínio. Foram obtidos dois  mAbs, 
um da classe IgM denominado A4M, e outro da classe IgG denominado A4. 
Demonstrou-se que o mAb A4 é citotóxico in vitro para células do melanoma murino 
B16F10-Nex2, de maneira independente do complemento, embora a presença deste 
aumente o efeito observado. O efeito protetor do mAb A4 foi também verificado in 
vivo, com a redução do desenvolvimento tumoral subcutâneo e pulmonar, aumentando 
significativamente a sobrevida dos animais. A interação do mAb A4 com células de 
melanoma murino in vitro levou à algumas alterações sugestivas de apoptose, tais como 
degradação do DNA em fragmentos com 200 pares de bases e exposição de 
fosfatidilserina na membrana plasmática. O mAb A4 reconhece especificamente uma 
proteína de superfície celular de 87 kDa no melanoma murino B16F10-Nex2, 
identificada como Protocaderina β13 (PCDHβ13) (Dobroff et. al., 2002 e Dobroff et. 
al.,  2010, em publicação). 
Dando continuidade a esses resultados, inicialmente, avaliamos a ligação do 
mAb A4 à superfície de células tumorais murinas e humanas e a susceptibilidade dessas 
células à ação citotóxica promovida pelo mesmo. Esses dados foram correlacionados 
com a expressão do mRNA e da proteína PCDHβ13 nessas células tumorais. 
Posteriormente, caracterizamos o mecanismo de morte celular desencadeada 
pela interação entre o mAb A4 e a PCDHβ13 em linhagens tumorais de melanomas 
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murino (B16F10-Nex2.1) e humano (A2058), assim como determinamos a participação  
da via de sinalização intracelular Wnt/β-catenina nesse processo. 
 
4.1. Produção e purificação do mAb A4 
 
 Para verificar se o hibridoma secretor do mAb A4 ainda mantinha suas 
características originais, células foram cultivadas in vitro, o sobrenadante de cultura foi 
recolhido e sua reatividade com o melanoma murino B16F10-Nex2.1 foi testada em 
ELISA-Q. Confirmou-se que havia secreção de anticorpos do isótipo esperado (IgG) 
para o sobrenadante de cultura e que a reatividade com o melanoma murino B16F10-
Nex2.1 era dose-dependente (dados não mostrados). 
 Para a produção do mAb A4 em maiores quantidades, camundongos Balb/c 
fêmeos com cerca de 12 semanas foram injetados intraperitonealmente com 1 mL de 
óleo mineral (Nujol, Mantecorp, Brasil) e após quatro dias, foram injetadas 2x10
6
 
células do hibridoma secretor no mesmo sítio. Cerca de dez dias após a injeção do 
hibridoma, o líquido ascítico foi coletado e os anticorpos foram purificados em coluna 
Protein G Sepharose 4 Fast Flow (Pharmacia Biotech), como descrito em Materiais e 
Métodos.  
O material purificado foi analisado através de eletroforese, quantificado e sua 
reatividade foi verificada (Figura 5). Na Figura 5A, verificou-se que a purificação do 
mAb A4 foi bem sucedida devido à presença majoritária das bandas correspondentes às 
cadeias pesadas (55 kDa) e cadeias leves (25 kDa) do anticorpo.  
A reatividade do mAb A4 purificado foi avaliada através de ELISA-Q com a 
linhagem de melanoma murino B16F10-Nex2.1, e verificou-se que o mAb A4 
reconheceu as células B16F10-Nex2.1 de maneira dose-dependente (Figura 5B). 
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Verificou-se também que o mAb A4 purificado reconheceu especificamente por 
Immunoblotting a banda de 87 kDa, correspondente à PCDHβ13, no lisado de células 
B16F10-Nex2.1 (Figura 5C).  
 
                                                            
                                
 
Figura 5. Purificação e reatividade do mAb A4 com células do melanoma murino 
B16F10-Nex2.1. A) O mAb purificado a partir de ascites, como descrito em Materiais e 
Métodos, foi separado eletroforeticamente em gel de SDS-PAGE e corado com nitrato 
de prata. A Figura mostra a separação de 20 µg do mAb purificado. B) Diferentes 
concentrações do mAb A4 (30, 20, 10, 5 e 1 µg/mL) foram utilizadas para analisar a 
reatividade do mesmo com a linhagem de melanoma murino B16F10-Nex2.1 em ensaio 
de ELISA-Q, como descrito em Materiais e Métodos. O valor do Controle, reação na 
ausência de mAb A4, ficou abaixo de 1.000 ULR, e não está representado. ULR: 
Unidades de Luminescência Relativa. C) O lisado total de células B16F10-Nex2.1 
cultivadas in vitro foi separado eletroforeticamente, transferido para membrana de 
nitrocelulose e incubado com 30 µg/mL do mAb A4. O Immunoblotting foi revelado 































4.2. Reatividade do mAb A4 com linhagens tumorais murinas e humanas 
 
4.2.1. ELISA Quimioluminescente (ELISA-Q) 
 
Foi analisada a ligação do mAb A4 em ensaio de ELISA-Q com células tumorais 
do melanoma murino (B16F10-Nex2.1), melanoma humano (A2058), carcinoma de 
cólon humano (HCT-8), glioblastoma humano (U87-MG) e melanócitos murinos 
imortalizados (melan A). O mAb A4 ligou-se a todas as linhagens tumorais de forma 
dose-dependente (Figura 6). As linhagens de glioblastoma humano U87-MG e a 
linhagem de melanócitos murinos imortalizados (melan A) apresentaram as menores 
reatividades, sendo nesta última, reativas somente as maiores concentrações do 














































































Figura 6. Reatividade do mAb A4 com linhagens tumorais murinas e humanas em 
ensaio de ELISA-Q. A reatividade de diferentes concentrações do mAb A4 (30, 25, 20, 
15, 10, 5 e 1 µg/mL) com diferentes linhagens tumorais foi analisada em ensaio de 
ELISA-Q, como descrito em Materiais e Métodos. (A) melanoma murino B16F10-
Nex2.1; (B) melanoma humano A2058; (C) carcinoma de cólon humano HCT-8; (D) 
glioblastoma humano U87-MG; (E) melanócitos murinos imortalizados melan A. 















































A reatividade do mAb A4 purificado com lisados obtidos a partir de células 
tumorais murinas e humanas foi analisada por Immunoblotting. Foram utilizados lisados 
obtidos da linhagem de melanoma murino (B16F10-Nex2.1), da linhagem de melanoma 
humano (A2058), linhagens de carcinomas de cólon humano (HCT-8 e LS180), 
linhagens de carcinomas de cérvice uterino humano (HeLa e SiHa), linhagem de câncer 
de mama humana (MCF-7) e da linhagem de melanócitos murinos imortalizados (melan 
A). O mAb A4 reconheceu especificamente bandas de 87 kDa nos lisados das células 
tumorais A2058, HCT-8, LS180, HeLa e SiHa, sugerindo a presença do mesmo alvo, a 
PCDHβ13, nessas linhagens. Não houve reconhecimento pelo mAb A4 de nenhum 
componente no lisado das células MCF-7 e melan A (Figura 7).  
 
Figura 7. Reatividade do mAb A4 com linhagens tumorais murinas e humanas em 
Immunoblotting. 30 µg do extrato celular total obtido de cada linhagem foram 
separados eletroforeticamente, transferidos para membrana de nitrocelulose, incubados 
com 30 µg/mL de mAb A4, e a reação foi revelada como descrito em Materiais e 
Métodos. Linhagens utilizadas: melanoma murino: B16F10-Nex2.1; melanócitos 
murinos imortalizados: melan A; melanoma humano: A2058; carcinoma de cólon 
humano: HCT-8 e LS180; carcinoma de cérvice uterino humano: HeLa e SiHa; 
carcinoma de mama humano: MCF-7. Um anticorpo dirigido contra β-actina foi 




4.2.3. Imunofluorescência Indireta 
 
 A reatividade do mAb A4 e de um anticorpo anti-PCDHβ13 humana (adquirido 
da empresa Abcam, MA, USA) com células do melanoma murino B16F10-Nex2.1 e 
células do melanoma humano A2058 foi verificada em ensaio de Imunofluorescência 
Indireta (Figura 8).  
Observou-se que o mAb A4 reconhece componentes presentes na membrana 
plasmática de ambas as linhagens celulares, confirmando a presença do alvo do mAb na 
superfície celular, como sugerido anteriormente por Dobroff et. al. (2002).  
O anticorpo comercial anti-PCDHβ13 humana comercializado pela Abcam é um 
anticorpo policlonal desenvolvido em camundongos e reativo com a molécula humana, 
e não sabíamos se o mesmo seria capaz de reconhecer o homólogo murino, pois esta 
informação não era conhecida pela empresa. Esse anticorpo apresentou um padrão de 
reatividade mais difuso em ambas as linhagens celulares, sendo esse efeito mais 
pronunciado nas células murinas. Esse efeito pode ser explicado pela reatividade 
cruzada do anticorpo policlonal com outros componentes das células murinas e 
humanas, como observado em ensaio de Immunoblotting realizado com os lisados 
celulares, onde vários componentes foram reativos com o anticorpo (dados não 
mostrados).   
Esse anticorpo, o único disponível comercialmente contra a molécula PCDHβ13, 
foi adquirido para utilização em ensaios de competição com o mAb A4, caso fosse 
também reativo com o homólogo murino. Todavia, devido à sua reatividade cruzada 
com outros componentes celulares, tanto das células murinas como humanas, não 






Figura 8. mAb A4 e o anticorpo policlonal de camundongo reativo com a 
PCDHβ13 humana reconhecem células murinas e humanas em 
Imunofluorescência Indireta. Células da linhagem de melanoma humano A2058 e de 
melanoma murino B16F10-Nex2 foram incubadas com mAb A4 (A) ou anti-PCDHβ13 
humana (B), e em seguida com anti-IgG murina conjugada à AlexaFluor 488, DAPI e 
Faloidina-Rodamina, como descrito em Materiais e Métodos. Co-localização: 
sobreposição das imagens de DAPI, Faloidina-Rodamina e AlexaFluor 488. Aumentos 




4.3. Detecção da expressão da PCDHβ13 em linhagens tumorais murinas e humanas 
  
4.3.1. Análise da expressão do gene PCDHβ13 
 
O RNA total das células tumorais murinas e humanas foi extraído e separado 
eletroforeticamente em gel de agarose 1% (Figura 9). Todas as amostras foram 
consideradas satisfatórias devido à presença das duas bandas de RNA ribossomal 18S 
e 28S. 
     
 
Figura 9. Análise da qualidade do RNA total extraído a partir de células tumorais 
murinas e humanas. 3 µg de RNA total de cada linhagem foram separados 
eletroforeticamente em gel de agarose 1%. Linhagens utilizadas: (1) melanoma murino 
B16F10-Nex2.1; (2) melanoma humano A2058; carcinoma de cólon humano HCT-8 (3) 
e LS180 (4); carcinoma de cérvice uterino humano HeLa (5) e SiHa (6); (7) carcinoma 
de mama humano MCF-7; (8) melanócitos murinos imortalizados melan A;  (9) 
leucemia mielóide aguda humana HL-60. 
 
A partir do RNA total de cada linhagem foi sintetizado um cDNA, e a qualidade 
dessa síntese foi verificada através de amplificação com primers específicos para α-
actina murina e humana por RT-PCR. Os mesmos primers foram utilizados para 
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amplificação de controles constitutivos nos ensaios de detecção da expressão do gene da 




Figura 10. Análise da expressão do mRNA da PCDHβ13 em linhagens tumorais 
murinas e humanas. Primers específicos para PCDHβ13 e β-actina foram utilizados 
para amplificação dos respectivos genes em ensaio de RT-PCR, como descrito em 
Materiais e Métodos. Linhagens utilizadas: melanoma murino B16F10-Nex2.1; 
melanócitos murinos imortalizados melan A; melanoma humano A2058; carcinoma de 
cólon humano HCT-8 e LS180; carcinoma de cérvice uterino humano HeLa e SiHa; 
carcinoma de mama humano MCF-7;  leucemia mielóide aguda humana HL-60; 
glioblastoma humano U87-MG.  
 
Verificou-se que, enquanto todas as linhagens tumorais murinas e humanas 
analisadas expressam o mRNA de PCDHβ13, a linhagem de melanócitos murinos 
imortalizados (melan A) não expressa o mRNA dessa proteína. Embora não tenha sido 
possível a comparação quantitativa absoluta da expressão do gene nas diferentes 
linhagens celulares devido às limitações da técnica utilizada, a linhagem de leucemia 
pró-mielocítica humana HL-60 apresenta níveis muito baixos de expressão da molécula- 
alvo do mAb A4, enquanto a linhagem tumoral de glioblastoma humano U87-MG 
apresentou os mais altos níveis de mRNA para a mesma molécula. 
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A confirmação da identidade do produto obtido nos ensaios de RT-PCR com a 
PCDHβ13 humana foi realizada através de seqüenciamento no Centro de Estudos do 
Genoma Humano da Universidade de São Paulo, sendo utilizado o fragmento obtido a 
partir da linhagem HCT-8. Primeiramente, a qualidade do cromatograma foi analisada e 
confirmada com o Software BioEdit (dados não mostrados). Em seguida, as sequências 
direta e reversa do fragmento de 364 pb obtido no ensaio de RT-PCR foi comparada à 
sequência do gene da PCDHβ13 humana depositada no GenBank do National Center 
for Biotechnology Information (NCBI) do National Institute of Health (NIH), utilizando 
o programa BLAST disponibilizado pelo mesmo 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A análise do fragmento se encontra descrita na 
Tabela 6. A alta identidade, 97 e 98%, observada respectivamente entre as seqüências 
direta e reversa do fragmento obtido por RT-PCR com o gene da PCDHβ13 humana, 
demonstram a presença dessa proteína nas células tumorais analisadas. Não foram 
encontradas mutações em nenhuma das seqüências analisadas. 
 
Tabela 6. Resultado da análise pelo programa BLAST das sequências direta e reversa 
do fragmento gerado a partir do RNA total obtido da linhagem tumoral HCT-8 por RT-




















protocadherin beta 13 
(PCDHB13), mRNA 
490 490 93% 4e-136 97% 
Reversa NM_018933.2 
Homo sapiens 
protocadherin beta 13 
(PCDHB13), mRNA 








4.3.2. Análise da expressão da proteína PCDHβ13  
 
A análise da tradução do mRNA da PCDHβ13 em proteína nas diferentes 
linhagens tumorais humanas e murinas encontra-se representada na Figura 7. Das 
células tumorais humanas onde o mRNA foi detectado, somente na linhagem de 
carcinoma de mama MCF-7 não houve a tradução deste para a proteína reconhecida 
pelo mAb A4. Concordando com a ausência de mRNA observada na Figura 10, a 
linhagem de melanócitos murinos imortalizados melan A não apresentou a expressão da 
proteína PCDHβ13, detectada pelo mAb A4 (Figura 7).  
 
4.4. Citotoxicidade do mAb A4 independente do complemento sobre linhagens 
tumorais murinas e humanas 
 
Dentre as 13 linhagens celulares testadas (Figura 11), quatro linhagens foram 
altamente susceptíveis à ação citotóxica direta do mAb A4, com valores de IC50 
(concentração inibitória 50%) que variaram de 288 a 470 µg/mL: carcinoma de cólon 
humano LS180 (288 µg/mL), melanoma humano A2058 (312 µg/mL), melanoma 
murino B16F10-Nex2.1 (346 µg/mL), e glioblastoma humano U87-MG (470 µg/mL). 
As linhagens tumorais HCT-8 (carcinoma de cólon humano), SiHa (carcinoma de 
cérvice uterino) e HL-60 (leucemia mielóide aguda humana) foram sensíveis à ação do 
mAb A4, e apresentaram valores de IC50 próximos às máximas concentrações utilizadas 
no ensaio. As linhagens MCF-7 e SKBR-3 (adenocarcinomas de mama humano), e a 
linhagem de melanócitos murinos imortalizados melan A não foram sensíveis à ação do 
mAb A4, reduzindo apenas 15 a 25% da viabilidade celular nas concentrações mais 
























































































































































































































































Figura 11. Citotoxicidade do mAb A4 independente do complemento sobre 
linhagens tumorais murinas e humanas. Diferentes concentrações do mAb A4 foram 
incubadas por 18h  com as células tumorais e o número de células viáveis após esse 
tempo foi determinado como descrito em Materiais e Métodos. (A) melanoma murino 
B16F10-Nex2.1; (B) melanoma humano A2058; (C) carcinoma de cólon humano HCT-
8; (D) carcinoma de cólon humano LS180; (E) carcinoma de cérvice uterino humano 
SiHa; (F) glioblastoma humano U87-MG; (G) carcinoma de mama humano MCF-7; 
(H) carcinoma de mama humano SKBR-3; (I) leucemia mielóide aguda humana HL-60; 
e (J) melanócitos murinos imortalizados melan A. O crescimento celular na ausência do 
mAb A4 foi considerado como 100% (Controle). A porcentagem de viabilidade celular 
foi determinada a partir da média de viabilidade de três experimentos independentes. 
 
Na Tabela 7, encontra-se um resumo dos resultados obtidos, relacionando o 
efeito citotóxico do mAb A4 com a presença do mRNA e da proteína PDHβ13 nas 
diferentes linhagens tumorais murinas e humanas testadas. Embora a Tabela ainda não 
esteja completa, nota-se uma tendência a uma correlação positiva entre a expressão da 
PCDHβ13 pelas células tumorais e a susceptibilidade ao efeito citotóxico independente 
de complemento do mAb A4. Isso fica mais evidente na ausência da expressão da 
PCDHβ13 na linhagem de melanócitos murinos imortalizados melan A e na sua 




























Tabela 7.  Concentração Inibitória 50% (IC50) para o mAb A4, detecção de mRNA da 
Protocaderina β13 (PCDHβ13) em ensaio de RT-PCR, e detecção da expressão da 
proteína PCDHβ13 em ensaio de Immunoblotting para as linhagens tumorais 
selecionadas. ND, não determinado. 












346 + + 
A2058 
humano 
312 + + 
Cólon 
HCT-8 > 600 + + 
LS180 288 + + 
Cérvice SiHa > 400 + + 
Glioblastoma U87-MG 470 + ND 
Mama 
MCF-7 > 600 + - 
SKBR-3 > 700 ND ND 
Leucemia HL-60 > 1000 + ND 
Melanócitos imortalizados 













4.5. Mecanismo de morte celular desencadeado pela interação entre o mAb A4 e 
PCDHβ13 em linhagens de melanoma murino e humano 
 
4.5.1. Internalização do mAb A4  
 
 Em experimentos anteriores de Imunofluorescência Indireta de células tumorais 
previamente fixadas e posteriormente marcadas com o mAb A4, observamos que o 
anticorpo reconheceu a membrana plasmática de células de melanoma murino B16F10-
Nex2.1 e humano A2058 (Figura 8). Alternativamente, células B16F10-Nex2.1 foram 
primeiramente incubadas com o mAb A4, posteriormente fixadas e observadas por 
microscopia confocal em colaboração com o Prof. Dr. Renato Arruda Mortara 
(Disciplina de Parasitologia, Departamento de Microbiologia, Imunologia e 
Parasitologia, Universidade Federal de São Paulo), para determinar se o anticorpo seria 
internalizado pela célula tumoral. 
Distintas concentrações do mAb A4 (50 e 500 µg/mL) foram incubadas por 
diferentes tempos (10 e 60 min) com células B16F10-Nex2.1. A concentração de 50 
µg/mL corresponde à concentração que desencadeia morte celular em apenas 4% das 
células após 18h de incubação com o mAb A4 (Figura 11), e foi escolhida por ser pouco 
eficiente na indução de morte celular, mas capaz de se ligar às células tumorais pré-
fixadas e torná-las positivas em ensaio de Imunofluorescência Indireta (Figura 8, onde 
foram utilizados 30 µg/mL de mAb A4). A concentração de 500 µg/mL corresponde à 
concentração que desencadeia morte celular em 75% das células após 18h de incubação 
com o mAb A4 (Figura 11).  
Os resultados obtidos estão representados nas Figuras 12 a 14. As imagens 
correspondem aos diferentes planos de corte no eixo z da imagem tridimensional (3D). 
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Cada imagem foi numerada seqüencialmente em ordem crescente a partir da região 
dorsal (aquela que não se encontra em contato com a lamínula) para a região ventral 
(aquela que se encontra aderida à lamínula), e imagens representativas de quatro planos 
de corte distintos foram selecionadas.  
Após 10 min de incubação com o mAb A4 observou-se fraca ligação do mAb na 
concentração de 50 µg/mL (dados não mostrados). Entretanto, anticorpos nessa 
concentração ligaram-se fortemente à célula tumoral após 60 min de incubação. Na 
Figura 12, observa-se a marcação do anticorpo na membrana plasmática (Imagens 09 a 
14) e também em compartimentos intracelulares arredondados, em imagens sugestivas 
de vesículas endocíticas (Imagens 12 a 14). 
Na Figura 13, observa-se que em 10 min de incubação com 500 µg/mL mAb A4, 
houve marcação da membrana plasmática (Imagens de 16 a 18) e intensa formação de 
vesículas endocíticas (Imagens 18 e 20). Com a utilização de 500 µg/mL de mAb A4 
por 60 min (Figura 14) observou-se o mesmo resultado, intensa marcação da membrana 
plasmática (Imagens 12 e 17) e também aumento do número e da intensidade das 
vesículas endocíticas marcadas pelo mAb A4 (Imagens 19 e 21). Adicionalmente, 
observou-se que as células nessas condições de ensaio apresentavam-se arredondadas.  
Esses resultados demonstram que o reconhecimento da molécula de superfície 
celular PCDHβ13 pelo mAb A4 induziu a internalização do complexo PCDHβ13 - mAb 
A4 em vesículas endocíticas. A identidade dessas vesículas ainda é desconhecida. De 
acordo com a literatura, moléculas de caderinas podem ser internalizadas por vesículas 
de clatrina, caveolina, lipid rafts ou por macropinocitose (Ivanov et.al., 2004), e então, 
podem ser recicladas de volta à membrana plasmática ou degradadas em vesículas 




Figura 12. mAb A4 reconhece a membrana plasmática do melanoma murino 
B16F10-Nex2.1 e é internalizado em vesículas endocíticas. Células B16F10-Nex2.1 
foram  incubadas com 50 µg/mL de mAb A4  por 60 min e analisadas por microscopia 
confocal. Em azul: DAPI (marcação de DNA). Em vermelho: Faloidina-Rodamina 
(marcação de actina). Em verde: mAb A4-AlexaFluor 488. 3D: Imagem tridimensional. 
Foram capturadas 20 imagens de diferentes planos do eixo z, e estão representadas as 




Figura 13. mAb A4 reconhece a membrana plasmática do melanoma murino 
B16F10-Nex2.1 e é internalizado em vesículas endocíticas. Células B16F10-Nex2.1 
foram  incubadas com 500 µg/mL de mAb A4  por 10 min e analisadas por microscopia 
confocal. Em azul: DAPI (marcação de DNA). Em vermelho: Faloidina-Rodamina 
(marcação de actina). Em verde: mAb A4-AlexaFluor 488. 3D: Imagem tridimensional. 
Foram capturadas 24 imagens de diferentes planos do eixo z e estão representadas as 




Figura 14. mAb A4 reconhece a membrana plasmática do melanoma murino 
B16F10-Nex2.1 e é internalizado em vesículas endocíticas. Células B16F10-Nex2.1 
foram  incubadas com 500 µg/mL de mAb A4  por 60 min e analisadas por microscopia 
confocal. Em azul: DAPI (marcação de DNA). Em vermelho: Faloidina-Rodamina 
(marcação de actina). Em verde: mAb A4-AlexaFluor 488. 3D: Imagem tridimensional. 
Foram capturadas 27 imagens de diferentes planos do eixo z e estão representadas as 
imagens 12, 17, 19 e 21. DIC, Differential Interference Contrast.  Aumentos de 1.000X. 
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Em seguida, avaliamos se o mAb A4 internalizado em vesículas endocíticas era 
direcionado aos lisossomos para degradação. Células B16F10-Nex2.1 foram incubadas 
com 500 µg/mL de mAb A4 por 60 min e, em seguida, com um anticorpo monoclonal 
que reconhece o marcador lisossomal LAMP-1. As imagens mostradas na Figura 15 
correspondem aos diferentes planos de corte no eixo z da imagem tridimensional (3D). 
Cada imagem foi numerada seqüencialmente em ordem crescente a partir da região 
dorsal para a região ventral, e imagens representativas de dois planos de corte distintos 
foram selecionadas.  
A Imagem 14 na Figura 15 é representativa de um corte mais próximo à 
superfície celular, na qual o mAb A4 reconheceu em cada célula a região da membrana 
plasmática que não interagia com as demais células do grupo celular mostrado. O 
anticorpo anti-LAMP-1 reconheceu os lisossomos no citoplasma. Na Imagem 18, um 
corte mais distante da superfície celular e mais próximo do núcleo, as vesículas 
contendo o mAb A4 não co-localizam com lisossomos detectados com o anticorpo anti-
LAMP-1. A Imagem 18’ é um aumento de 3,8 vezes da região delimitada pelo quadro 
na Imagem 18. Nessas imagens, verificou-se que também não houve co-localização das 
vesículas contendo o mAb A4 com os lisossomos, demonstrando que o mAb A4 no 
tempo analisado não está presente em vesículas lisossomais. 
Esses resultados demonstram que o complexo PCDHβ13-mAb A4 não é 
direcionado aos lisossomos para degradação após a internalização. Possivelmente, o 
complexo é reciclado à membrana plasmática. Experimentos adicionais são necessários 












       
 
Figura 15. mAb A4 reconhece a membrana plasmática do melanoma murino B16F10-Nex2.1 e é internalizado em vesículas endocíticas 
não-lisossomais. Células B16F10-Nex2.1 foram  incubadas com 500 µg/mL de mAb A4  por 60 min e analisadas por microscopia confocal. 
Em azul: DAPI (marcação de DNA). Em vermelho: anti-LAMP-1 (marcação de lisossomos). Em verde: mAb A4-AlexaFluor 488. As imagens 
correspondem à co-localização das imagens individuais. Foram capturadas 35 imagens de diferentes planos do eixo z e estão representadas as 
imagens 14 e 18. Aumentos de 1.000X. A imagem 18’ representa um aumento de 3,8 vezes do quadro delimitado na imagem 18. DIC, 
Differential Interference Contrast. 
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4.5.2. Exposição de fosfatidilserina na membrana plasmática 
 
Utilizando alguns ensaios recomendados pelo Nomenclature Committee on Cell Death 
(Kroemer et. al., 2009), buscou-se determinar qual o tipo de morte celular desencadeada pela 
interação entre o mAb A4 e PCDHβ13 na linhagem de melanoma murino B16F10-Nex2.1.  
A apoptose é um processo caracterizado por mudanças morfológicas e 
bioquímicas que levam a célula à morte. Um dos eventos que ocorrem durante a morte 
celular por apoptose é a externalização da fosfatidilserina na membrana plasmática para 
a sinalização de fagocitose (Taylor et.al., 2008), e essa exposição da fosfatidilserina na 
membrana celular pode ser acompanhada pela sua ligação com a molécula de Anexina-
V conjugada ao fluoróforo FITC.  
A verificação da exposição da fosfatidilserina em células de melanoma murino 
B16F10-Nex2.1 após o tratamento com 400 µg/mL de mAb A4 por 18h foi realizada 
com o Annexin-V-FITC Apoptosis Detection Kit (Sigma), conforme descrito em 
Materiais e Métodos. Na Figura 16, observa-se que o tratamento de células B16F10-
Nex2.1 com o mAb A4 ocasionou um aumento de 1,42 vezes no número de células 
marcadas com Anexina-V-FITC (Anexina
+
), sugerindo que a interação entre o mAb A4 




Figura 16. Exposição de fosfatidilserina na membrana plasmática induzida pelo 
tratamento do melanoma murino B16F10-Nex2.1 com mAb A4. 1x106 células foram 
incubadas com 400 µg/mL de mAb A4 por 18h. A) Dot-plot dos parâmetros SSC versus 
FSC (tamanho e granulosidade celular, respectivamente) e (B) Dot-plot dos parâmetros 
Anexina-V-FITC versus PI, das células não tratadas e não coradas com Anexina-V-
FITC e PI (iodeto de propídeo). C) Controle, células não tratadas e coradas com 
Anexina-V-FITC e PI. D) Células tratadas com mAb A4 e coradas com Anexina-V-
FITC e PI.  
 
Como sugerido pelo Nomenclature Committee on Cell Death (Kroemer et. al., 
2009), o processo de morte celular deve ser analisado por pelo menos três diferentes 
métodos, e desta forma avaliamos também a ativação de caspases, a geração de espécies 
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reativas de oxigênio, e as alterações nucleares observadas nas células tumorais tratadas 
com o mAb A4.  
 
4.5.3. Ativação de caspases 
 
A morte celular por apoptose é caracterizada pela ativação de caspases, enzimas 
que são responsáveis pela maioria dos eventos morfológicos e bioquímicos que 
caracterizam o processo apoptótico. As caspases estão inativas em células sadias, mas 
são rapidamente ativadas após estímulos apoptóticos. A ativação das caspases 
iniciadoras, caspase-8 e -9, determina qual via de morte celular será ativada: via 
extrínseca (caspase-8) ou via intrínseca (caspase-9). Independentemente da caspase 
iniciadora ativada, ambas as vias levam à ativação das principais caspases efetoras 
(caspase-3, caspase-6 e caspase-7) (Taylor et.al., 2008). 
O ensaio para detecção da ativação de caspases após o tratamento de células de 
melanoma murino B16F10-Nex2 com 400 µg/mL de mAb A4 por 18h foi realizado 
com o ApoTarget Caspase Colorimetric Protease Assay Sampler Kit (Invitrogen), 
conforme descrito em Materiais e Métodos. Nesse ensaio, a atividade enzimática é 
quantificada pela clivagem de substrato específico por cada caspase ativada após o 
tratamento com o mAb A4.  
Como pode ser observado na Figura 17, o tratamento com mAb A4 induziu a 
ativação da caspase-9 (aumento de 1,53 vezes na quantidade de substrato específico 
clivado) e das caspases efetoras -3 (aumento de 1,49 vezes) e -6 (aumento de 1,45 
vezes). O resultado obtido sugere que o efeito apoptótico induzido pelo mAb A4 em 





Figura 17. mAb A4 induz ativação das caspases-9, -3 e -6 no melanoma murino B16F10-
Nex2.1. Células da linhagem tumoral B16F10-Nex2 foram incubadas por 18h com 400 µg/mL 
de mAb A4, e a ativação de caspases-2, -3,- 6,- 8 e - 9 foi quantificada em ensaio colorimétrico 
utilizando substratos específicos conforme descrito em Materiais e Métodos. Controle, células 
não incubadas com o mAb A4. 
 
4.5.4. Geração de espécies reativas de oxigênio 
 
Como descrito no item 4.5.3, o tratamento de células do melanoma murino 
B16F10-Nex2.1 com 400 µg/mL de mAb A4 por 18h ocasionou a ativação da caspase-
9, importante molécula da via mitocondrial de morte celular por apoptose.  
O processo de fosforilação oxidativa que ocorre na mitocôndria é o principal 
evento celular gerador de espécies reativas de oxigênio (ROS), tais como íons 
superóxido (O2
•-





OCl) e oxigênio singlete (Palmiere et. al, 2009). O aumento da atividade 
mitocondrial ocasiona o aumento da geração de ROS e, alguns dos compostos gerados, 
como por exemplo, íons superóxido (O2
•-
) e radicais hidroxila (
•
OH) possuem alta 
propensão a reagir com DNA, aminoácidos, proteínas e lipídios de membranas. Os 
























reparo do DNA ou (2) Apoptose mediada pela proteína supressora tumoral p53 (De 
Gruijl et. al., 2001; Sulaimon & Kitchell, 2003).  
Verificamos, então, se o tratamento com o mAb A4 poderia interferir com a 
produção de ROS em células do melanoma murino B16F10-Nex2.1. O corante 
oxidativo fluorescente dihydroethidium (DHE) foi utilizado para avaliar a produção 
intracelular de íons superóxido (O2
•-
). O corante DHE é permeável à célula e reage com 
íons superóxido para formar etídeo, que se intercala no DNA e dá origem a uma 
fluorescência vermelha nos comprimentos de excitação de 520 nm e de emissão de 610 
nm (Mezhybovska et.al., 2009). 
Células B16F10-Nex2.1 foram tratadas com 400 µg/mL de mAb A4 por 1h, 3h, 
6h ou 18h e avaliadas para a geração de íons superóxido com o corante DHE (Figura 
18), conforme descrito em Materiais e Métodos. Células tratadas com 5 mM de 
peróxido de hidrogênio (H2O2) por 20 min foram utilizadas como controle positivo, nas 
quais observou-se aumento da intensidade de fluorescência nuclear, e aumento da 
fragmentação nuclear e celular quando comparadas às células controle não-tratadas. 
Verificou-se que após 3h de incubação com o mAb A4, houve um aumento da 
intensidade de fluorescência nuclear comparável àquela induzida pelo tratamento com 
H2O2 no controle positivo. Com 6h de incubação com o mAb A4 foram observadas 
regiões de condensação da cromatina (setas brancas), e com 18h de incubação houve 
diminuição da intensidade de fluorescência nuclear, com aumento da condensação da 
cromatina (setas brancas). 
Esses resultados confirmam a participação da mitocôndria no processo de morte 
celular desencadeado pelo mAb A4 através da geração de íons superóxido, que podem 
causar danos ao DNA, proteínas e lipídeos e desencadear a indução da morte celular 




Figura 18. mAb A4 induz a produção de íons superóxido no melanoma murino 
B16F10-Nex2.1. Células da linhagem tumoral B16F10-Nex2 foram incubadas por 1h, 
3h, 6h ou 18h com 400 µg/mL de mAb A4, e a produção de íons superóxido foi 
avaliada pela fluorescência gerada após reação com o corante DHE, conforme descrito 
em Materiais e Métodos. Controle negativo, células não tratadas. Controle positivo, 
células incubadas com 5 mM H2O2 por 20 min. Setas brancas, regiões de condensação 






4.5.5. Condensação da cromatina 
 
Os eventos nucleares que caracterizam a apoptose são a condensação da 
cromatina e a degradação do DNA durante os últimos estágios desse processo de morte 
celular (Taylor et.al., 2008; Kroemer et. al., 2009).  
Na Figura 19, pode-se observar que o tratamento com 400 µg/mL de mAb A4 
por 18h induziu a condensação da cromatina na linhagem de melanoma murino 
B16F10-Nex2.1 e nas linhagens humanas de melanoma (A2058) e carcinoma de cólon 
(HCT-8), como observado após a incubação das células tumorais tratadas com o corante 
fluorescente Hoechst 33258, que se liga ao DNA celular. Na linhagem de glioblastoma 
humano (U87-MG), o tratamento com o mAb A4 induziu a fragmentação nuclear. Não 
foram observadas alterações na condensação da cromatina e na morfologia nuclear na 
linhagem de carcinoma mamário humano SKBR-3 (dados não mostrados). 
 







Figura 19. mAb A4 induz condensação da cromatina e a fragmentação nuclear em células tumorais murinas e humanas.  As células 
tumorais foram tratadas com 400 µg/mL de mAb A4 por 18h e coradas com Hoechst 33258 , como descrito em Materiais e Métodos. A 
cromatina condensada é visualizada como regiões de maior intensidade luminosa (setas brancas) e as regiões de fragmentação nuclear estão 









humano HCT-8; e glioblastoma humano U87-MG. Controle, células não incubadas com o mAb A4. Aumento: 600x. Os insertos representam 
aumento de 1,4 vezes da figura original. 
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4.5.6. Degradação oligonucleossomal do DNA  
 
No processo de apoptose, a ativação das caspases efetoras leva à ativação de 
outras enzimas celulares, e entre elas, enzimas específicas responsáveis pela degradação 
oligonucleossomal do DNA, gerando fragmentos que variam de tamanho em 200 pares 
de bases, também denominado de DNA ladder (Taylor et.al., 2008; Kroemer et.al., 
2009).  
Células tumorais murinas e humanas foram tratadas com 400 µg/mL de mAb A4 
por 18h e em seguida seu DNA total foi extraído e separado eletroforeticamente como 
descrito em Materiais e Métodos. O tratamento com o mAb A4 induziu a degradação 
oligonucleossomal na linhagem de melanoma murino B16F10-Nex2.1 e nas linhagens 
humanas de melanoma (A2058) e carcinoma de cólon (HCT-8). Não foi observado esse 
padrão de degradação do DNA na linhagem de carcinoma de mama (SKBR-3) (Figura 
20), e nas linhagens tumorais humanas de glioblastoma (U87-MG) e leucemia mielóide 
aguda (HL-60) (dados não mostrados).  
Os resultados obtidos neste experimento corroboram os experimentos de 
avaliação da citotoxicidade do mAb A4 (Figura 11 e Tabela 7) e de verificação da 
condensação da cromatina após coloração com o corante fluorescente Hoechst (Figura 
19). Células que são sensíveis à ação citotóxica do anticorpo e cuja cromatina é 
condensada após o tratamento com o mAb A4 (B16F10-Nex2.1, A2058 e HCT-8) 
também apresentam o DNA fragmentado em padrão típico de um processo apoptótico. 
Da mesma forma, a linhagem de tumor de mama humano SKBR-3, que não é sensível à 
ação do mAb A4, não apresenta a cromatina condensada (dados não mostrados) nem 
tampouco a degradação do DNA após tratamento com o mAb (Figura 20).  
Resultados 85 
 
A linhagem de glioblastoma humano U87-MG apresentou pronunciada 
fragmentação nuclear após tratamento com o mAb A4 (Figura 19). A desintegração 
celular impediu a recuperação e detecção de fragmentos de 200 pb de DNA com o 
método utilizado, sugerindo que o processo de morte celular induzido pelo mAb A4 em 
diferentes células possa apresentar algumas características singulares. 
                                             
Figura 20. mAb A4 induz degradação oligonucleossomal de DNA em linhagens 
tumorais murinas e humanas. Células de melanoma murino B16F10-Nex2 e células 
tumorais humanas de melanoma (A2058), carcinoma de cólon (HCT-8) e carcinoma de 
mama (SKBR-3) foram incubadas por 18h com 400 µg/mL de mAb A4. Após a 
incubação, o DNA total das células foi extraído e separado eletroforeticamente como 
descrito em Materiais e Métodos. C: Controle negativo, células não tratadas. ST: Padrão 
de peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 
 
A degradação oligonucleossomal do DNA induzida pelo tratamento com o mAb 
A4 foi também avaliada por um segundo método. Foi utilizado o ensaio de TUNEL 
(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling), com o In Situ Cell 
Death Detection Kit Fluorescein (Roche) em colaboração com o Prof. Dr. Renato 
Arruda Mortara (Disciplina de Parasitologia, Departamento de Microbiologia, 




A clivagem do DNA genômico durante a apoptose gera fragmentos de pequeno 
peso molecular (200 pb) com extremidades 3’-OH livres. Essas extremidades são 
identificadas no método de TUNEL pela incorporação de nucleotídeos modificados 
marcados com o fluoróforo fluoresceína em uma reação enzimática catalisada pela 
Terminal deoxynucleotidil transferase (TdT). A fluoresceína incorporada nos 
nucleotídeos polimerizados pode então ser detectada em microscopia de fluorescência. 
  Células tumorais murinas e humanas foram tratadas com 400 µg/mL de mAb A4 
por 18h e submetidas ao método de TUNEL, conforme descrito em Materiais e 
Métodos. Células da linhagem de melanoma murino B16F10-Nex2.1 (Figura 21) e das 
linhagens humanas de melanoma (A2058) (Figura 22) e carcinoma de cólon (HCT-8) 
(Figura 23) foram positivas no ensaio de TUNEL. Pode-se observar que 100% das 
células são positivas no ensaio. Como controle positivo das reações, utilizou-se 1 
µg/mL de Actinomicina D, já estabelecido estímulo apoptótico. 






Figura 21. Ensaio de TUNEL para demonstrar a degradação oligonucleossomal na 
linhagem de melanoma murino B16F10-Nex2.1 após tratamento com mAb A4. 
Células tumorais foram tratadas com 1 µg/mL de Actinomicina D por 2h ou com 400 
µg/mL de mAb A4 por 18h. DAPI: células incubadas com o corante fluorescente 4',6-
diamidino-2-phenylindole (em azul), que se liga ao DNA celular. TUNEL: células 
incubadas com a enzima TdT na presença de nucleotídeos fluorescentes, que identifica 
o DNA fragmentado em 200 pb (em verde). Co-localização: sobreposição das imagens 




Figura 22. Ensaio de TUNEL para demonstrar a degradação oligonucleossomal na 
linhagem de melanoma humano A2058 após tratamento com mAb A4. Ensaio 




Figura 23. Ensaio de TUNEL para demonstrar a degradação oligonucleossomal na 
linhagem de carcinoma de cólon humano HCT-8 após tratamento com mAb A4. 






4.5.6. Microscopia Eletrônica de Transmissão 
 
 Células do melanoma murino B16F10-Nex2.1 foram tratadas com 400 µg/mL de 
mAb A4 por 18h e analisadas em Microscopia Eletrônica de Transmissão com auxílio 
da Drª Edna F. Haapalainen, Drª Rita de Cássia Sinigaglia Galli Coimbra e Márcia Fujie 
Arajeith Tanakai do Centro de Microscopia Eletrônica (CEME) da UNIFESP. 
Nas células não tratadas com o mAb A4, observa-se a integridade da membrana 
plasmática (PM), a manutenção da morfologia do núcleo (N) e das organelas, tais como 
mitocôndria (M), retículo endoplasmático (ER), e a presença de melanossomos (Me) 
(Figura 24 A e B). Nota-se também uma abundância de mitocôndrias nessas células não 
tratadas. 
 Após tratamento das células com mAb A4, observa-se alterações na membrana 
plasmática (PM) (Figuras 25 A e C) e uma redução significativa no tamanho do núcleo 
(N) (Figuras 25 A e D). Embora ainda sejam encontradas organelas preservadas, como a 
mitocôndria (M) mostrada na Figura 25B, nota-se que não só a morfologia da maioria 
das organelas está alterada, como as mitocôndrias arredondadas observadas na Figuras 
25 B e C, mas também o número de organelas está diminuído (Figuras 25 A e D). 
Principalmente, observa-se a presença de numerosas vesículas elétron-densas e 
vesículas claras no citoplasma das células tratadas. Nas Figuras 25 D e E, observam-se 
algumas vesículas com conteúdo elétron-denso sugestivo de engolfamento de organelas 







Figura 24. Microscopia eletrônica de transmissão de células do melanoma murino 
B16F10-Nex2.1 não tratadas com o mAb A4.  (A) Barra de escala, 5 µm. (B) Barra de 
escala, 1 µm. (PM) membrana plasmática, (N) núcleo, (M) mitocôndria, (ER) retículo 

















Figura 25. Microscopia eletrônica de transmissão de células do melanoma murino 
B16F10-Nex2.1 tratadas por 18 h com o mAb A4.  Barras de escala: (A) 5 µm; (B) 0,5 µm; 
(C) 0,5 µm; (D) 2 µm; e (E) 1 µm. (PM) membrana plasmática, (N) núcleo, (M) 
mitocôndria, (ER) retículo endoplasmático, (Me) melanossomos e (V) vesículas. 
Asteriscos vermelhos (*) indicam mitocôndrias internalizadas em vesículas. 
 
 
4.6. Sinalização intracelular induzida pela interação entre o mAb A4 e a PCDHβ13 
na linhagem de melanoma murino B16F10-Nex2.1 
 
4.6.1. Avaliação por Immunoblotting 
 
Já foi demonstrado que a β-catenina pode estar relacionada à sinalização 
intracelular induzida por protocaderinas. Ose et. al. (2009) demonstraram que a 
superexpressão de PCDH24 em uma linhagem de carcinoma de cólon seqüestrou β-
catenina para localização submembranar, impedindo sua translocação para o núcleo, o 
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que inibiu a transcrição de genes ligados ao crescimento característico das células 
tumorais (sem inibição por contato). 
Para verificar se β-catenina poderia estar envolvida na sinalização gerada pela 
interação entre o mAb A4 e a PCDHβ13 em células tumorais, células da linhagem de 
melanoma murino B16F10-Nex2.1 foram tratadas com 500 µg/mL de mAb A4 por 10, 
30 ou 60 min e, em ensaio de Immunoblotting, foram analisados os níveis citosólicos de 
β-catenina fosforilada (que será degradada em proteassomos e não promoverá a 
transcrição gênica), de β-catenina total (que migrará para o núcleo e promoverá a 
transcrição gênica ao interagir com TCF ou FOXO) e do fator de transcrição TCF-4. 
Como controle constitutivo, foi avaliada a expressão de β-actina. 
A diminuição dos níveis de β-catenina fosforilada e de β-catenina total foi tempo 
dependente, e após 60 minutos observa-se diminuição significativa dos níveis de ambas 
as formas de β-catenina. Também se observou uma diminuição dos níveis de TCF-4 
após 60 min de tratamento (Figura 26). Estes resultados sugerem que a diminuição da 
sinalização pela via da β-catenina em células de melanoma murino B16F10-Nex2 pode 
levar à inibição da transcrição de genes-alvo da β-catenina necessários para a 







Figura 26. O tratamento com 500 µg/mL de mAb A4 diminui a quantidade de β-
catenina e de TCF-4 em células do melanoma murino B16F10-Nex2.1. Células 
foram tratadas por 10, 30 ou 60 min com o mAb A4. O lisado celular foi analisado em 
ensaio de Immunoblotting. Como controle de expressão protéica constitutiva, utilizou-se 
β-actina. 
 
4.6.2. Localização celular da β-catenina por Imunofluorescência após incubação 
com o mAb A4. 
 
A localização da β-catenina está diretamente relacionada às funções que a 
mesma pode desempenhar na célula. Se a localização é nuclear, a β-catenina está 
interagindo com TCF ou FOXO e promovendo a transcrição gênica. Se a localização é 
citoplasmática, a β-catenina não promove a transcrição gênica e pode ser degradada 
pelos proteassomos. Se a localização é submembranar, a β-catenina está interagindo 
com moléculas de caderina nas junções aderentes e também não promove a transcrição 
gênica. 
Para verificar a localização celular da β-catenina após tratamento com o mAb 
A4, células da linhagem de melanoma murino B16F10-Nex2.1 e da linhagem de 
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melanoma humano A2058 foram tratadas com 500 µg/mL de mAb A4 por 30 ou 60 min 
e a localização da β-catenina foi analisada através de Imunofluorescência Indireta. 
Em células não tratadas com o mAb A4 a β-catenina está uniformemente 
distribuída pelo citoplasma, e sua presença no núcleo não foi detectada, tanto na célula 
tumoral humana como na murina (Figuras 27 e 28). 
 Já após 30 min de tratamento com mAb A4 ocorre uma redistribuição celular da 
β-catenina, com a maioria das células tumorais, humanas e murinas, apresentando uma 
concentração da molécula na periferia celular, possivelmente em uma localização 
submembranar (Figuras 27 e 28).  
Em conjunto, esses resultados sugerem que o tratamento com o mAb A4 induziu 
a β-catenina citosólica a se localizar na região submembranar, levando a uma 
diminuição de β-catenina livre no citosol. Conseqüentemente, ocorre diminuição da 
migração de β-catenina do citosol para o núcleo celular. Com a ausência de β-catenina 
nuclear, o fator de transcrição TCF-4 não se liga a região promotora de seus genes-alvos 
e é degradado, ocorrendo diminuição da transcrição gênica mediada por β-







Figura 27. O tratamento com 500 µg/mL de mAb A4 redistribui β-catenina em 
células do melanoma murino B16F10-Nex2.1. Controle, células não tratadas com o 
mAb A4. 30 e 60 min, células tratadas com mAb A4 nesses tempos. Em verde, anti-β-




Figura 28. O tratamento com 500 µg/mL de mAb A4 redistribui β-catenina em 
células do melanoma murino A2058. Controle, células não tratadas com o mAb A4. 
30 e 60 min, células tratadas com mAb A4 nesses tempos. Em verde, anti-β-catenina 





O melanoma cutâneo é um tumor maligno originado pela proliferação 
descontrolada dos melanócitos (Gray-Schopfer et.al., 2007). A incidência do melanoma 
tem aumentado significativamente nas últimas décadas e se tornado um problema de 
saúde pública em muitos países (Eberle et.al., 2008). Apesar de corresponder a menos 
de 5% dos cânceres de pele diagnosticados, o melanoma é responsável por 80% das 
mortes relacionadas ao câncer de pele (Dahl & Guldberg, 2007). 
As medidas terapêuticas atualmente aprovadas para o melanoma maligno 
incluem a remoção cirúrgica do tumor, a quimioterapia, a radioterapia e a imunoterapia 
(Zitvogel et.al., 2008). Entretanto, mesmo com a associação de diversas drogas, o 
prognóstico de sobrevida média ainda é de poucos meses (Parmiani et.al., 2007). A 
ineficácia dos tratamentos se deve principalmente à alta resistência das células tumorais 
aos agentes quimioterápicos e radioterápicos (Simon et.al., 2008).   
Na imunoterapia contra o câncer, anticorpos monoclonais (mAbs) são utilizados 
como ferramentas para diagnóstico, monitoramento e tratamento da doença (Schrama 
et.al., 2006). Anticorpos utilizados clinicamente são freqüentemente direcionados para 
vias mitogênicas ou vias que levam à sobrevivência das células. Essas vias estão 
constitutivamente ativadas ou são diferencialmente superexpressas nas células tumorais 
comparativamente às células normais. Exemplos bem caracterizados dessas vias 
incluem membros da família do receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR), 
alvos dos anticorpos cetuximab e trastuzumab, que inibem a sinalização pela sua ligação 
à porção extracelular de Her-1 e Her-2neu, respectivamente (Griggs & Zinkewich-Peotti, 
2009). Com o advento da tecnologia de produção de anticorpos monoclonais, um 




Recentemente, novos alvos para anticorpos monoclonais têm sido identificados 
em células tumorais, e alguns deles induziram processo de morte por apoptose. 
Dai e colaboradores (2007) produziram um anticorpo monoclonal quimerizado 
(mAb cSM5-1) com alta especificidade para carcinoma hepatocelular, melanoma e 
câncer de mama. O anticorpo cSM5-1 inibe a proliferação celular e induz apoptose 
parcialmente dependente de caspase-10 em células de carcinoma hepatocelular. 
Verificou-se que o tratamento com cSM5-1 provocou a condensação da cromatina e do 
núcleo, a degradação internucleossomal do DNA e a formação de corpos apoptóticos. A 
atividade anti-tumoral do anticorpo cSM5-1 é correlacionada com a expressão da 
proteína-alvo, ainda não identificada, na membrana da célula tumoral. Os autores 
sugerem que a proteína-alvo seja uma proteína de membrana relacionada à sinalização 
celular que possa induzir apoptose através de receptores de morte e de caspase-10. 
O anticorpo monoclonal MX35 foi produzido através da imunização de 
camundongos com um coquetel de células de carcinoma de ovário humano provenientes 
de espécimes cirúrgicos. O mAb MX35 está sendo avaliado na fase I de testes clínicos 
associado ao emissor de partículas alfa astatine-211. Yin e colaboradores (2008) 
demonstraram que o antígeno reconhecido pelo mAb MX35 é uma proteína de 
transporte localizada na membrana da célula tumoral, conhecida como sodium-
dependent phosphate transport protein 2b (NaPi2b). O efeito citotóxico do anticorpo 
MX35 é dependente do nível de expressão de NaPi2b na membrana celular, e os autores 
sugerem que moléculas de transporte presentes na membrana celular representam uma 
nova família de alvos imunoterapêuticos potenciais na superfície de células tumorais. 
Hu e colaboradores (2009) produziram um anticorpo monoclonal contra a 
proteína de superfície PIM-1, codificada pelo proto-oncogene PIM-1 (Provirus 
integration site for Moloney murine leukemia virus). PIM-1 está relacionada à 
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sobrevivência, proliferação, diferenciação, apoptose e tumorigênese. A superexpressão 
de PIM-1 promove a progressão de tumores de próstata e hematopoiéticos. O tratamento 
de tumores de próstata murinos e humanos in vitro com o anticorpo anti-PIM-1 desfez a 
interação do complexo PIM-1/Hsp90; reduziu os níveis de PIM-1, Hsp90, AKT 
fosforilada e Bad fosforilada; e aumentou a ativação da caspase-9, sugerindo a indução 
da via mitocondrial de morte celular por apoptose. O tratamento com o anticorpo anti-
PIM-1 in vivo inibiu significativamente o crescimento de tumores de próstata murinos e 
humanos. 
Em nosso laboratório, Dobroff e colaboradores (2002) obtiveram um anticorpo 
monoclonal (mAb A4) através da imunização de camundongos C57BL/6 com células 
do melanoma murino B16F10-Nex4. A atividade citotóxica do mAb A4 in vitro foi 
demonstrada contra células de melanoma murino (B16F10-Nex2) e de melanoma 
humano (SKmel25, SKmel28 e Mel85). A interação do mAb A4 com células de 
melanoma murino in vitro ocasionou a exposição da fosfatidilserina na membrana 
plasmática e a degradação internucleossomal do DNA, eventos sugestivos de apoptose. 
O efeito protetor do mAb A4 contra o melanoma murino também foi verificado in vivo, 
com a redução do desenvolvimento tumoral subcutâneo e pulmonar. Verificou-se que o 
mAb A4 reconhece uma proteína de superfície celular no melanoma murino B16F10-
Nex2, identificada como protocaderina β13 (PCDHβ13) (Dobroff et.al., 2010 em 
publicação).  
A PCDHβ13 é uma proteína pertencente à superfamília das caderinas, moléculas 
originalmente descritas como proteínas de adesão celular dependentes de cálcio (Yagi, 
2008). A função da PCDHβ13 ainda é desconhecida, mas provavelmente está 
relacionada à interação intercelular e à sinalização intracelular (Morishita & Yagi, 
2007). Junghans e colaboradores (2008) verificaram que a PCDHβ13 é expressa em 
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altos níveis em múltiplas regiões do Sistema Nervoso Central de camundongos adultos. 
Entretanto, Dobroff e colaboradores (2010, em publicação) não verificaram 
neurotoxicidade causada pelo mAb A4 em camundongos C57BL/6 durante os 
tratamentos do melanoma subcutâneo e metastático, o que pode ser atribuído à 
inacessibilidade de anticorpos ao Sistema Nervoso Central devido ao papel de 
transporte seletivo de moléculas exercido pela barreira hematoencefálica. 
No presente trabalho, verificamos a expressão do mRNA do gene Pcdhβ13 por 
RT-PCR não quantitativo e a expressão da proteína PCDHβ13 por Immunoblotting em 
diversas linhagens tumorais humanas e na linhagem de melanoma murino B16F10-
Nex2.1. A expressão da PCDHβ13 foi correlacionada com a reatividade do mAb A4 em 
ensaio de ELISA-Q e à sensibilidade ao mAb A4 em ensaio de citotoxicidade in vitro. 
Embora ainda nem todas as linhagens tumorais utilizadas neste trabalho tenham 
sido testadas para todos os quatro parâmetros selecionados, em geral observou-se uma 
correlação direta entre a expressão da proteína PCDHβ13 e a citotoxicidade provocada 
pelo mAb A4.  
Das linhagens testadas, a linhagem de carcinoma mamário humano MCF-7 foi a 
única que, apesar de expressar o mRNA do gene da Pcdhβ13, não apresentou a 
expressão da proteína PCDHβ13, sendo conseqüentemente insensível à ação citotóxica 
do mAb A4. Outras duas linhagens de carcinoma mamário humanas (SKBR-3 e MDA) 
também não foram sensíveis ao mAb A4. 
A linhagem de leucemia mielóide aguda humana HL-60 apresentou a menor 
sensibilidade à ação citotóxica do mAb A4 in vitro. O seu valor de IC50 não foi 




Curiosamente, as células de glioblastoma humano U87-MG foram bastante 
sensíveis ao mAb A4 no ensaio de citotoxicidade, no entanto, apresentaram baixa 
reatividade no ensaio de ELISA-Q. Uma possível explicação para esse fato seria o 
procedimento de realização do ensaio de ELISA-Q, que exige a fixação das células com 
glutaraldeído. A fixação poderia alterar a disposição das moléculas de superfície dessa 
linhagem tumoral e levar a um impedimento estérico da ligação com o mAb A4 nesse 
ensaio. 
A linhagem de melanócitos murinos imortalizados melan A não expressa o 
mRNA nem a proteína PCDHβ13, apresenta reatividade residual com o mAb A4 em 
ELISA-Q, e não é sensível à ação citotóxica do mAb A4. 
Os resultados obtidos com as linhagens B16F10-Nex2 e melan A sugerem que o 
gene Pcdhβ13 possa atuar como um oncogene no melanoma, todavia, experimentos 
adicionais são necessários para confirmar essa hipótese. A realização de ensaio de PCR 
em tempo real, para a quantificação da expressão gênica de Pcdhβ13, pode permitir a 
correlação entre os níveis de expressão desse gene com a sensibilidade à ação citotóxica 
do mAb A4 apresentada pelas diferentes linhagens tumorais humanas analisadas. 
Nossos resultados também sugerem que a PCDHβ13 possa ser um novo alvo 
imunoterapêutico em diferentes tipos tumorais, tornando o mAb A4 uma nova e 
promissora alternativa terapêutica a ser avaliada contra o câncer. 
Realizamos em seguida experimentos para identificar como o tratamento com o 
mAb A4 leva as células tumorais à morte.  
A presença do alvo do mAb A4 na superfície das células tumorais murinas e 
humanas foi confirmada em experimentos de Imunofluorescência Indireta, onde 
observou-se que o mAb A4 reconheceu tanto a membrana plasmática do melanoma 
murino B16F10-Nex2.1 como a do melanoma humano A2058 de forma descontínua e 
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pontuada, sugerindo que a proteína PCDHβ13 se encontra desigualmente distribuída na 
membrana plasmática.  
A interação de um anticorpo com seu alvo celular desencadeia reações diversas. 
Uma dessas reações pode ser a internalização do complexo alvo-anticorpo. Runnels e 
colaboradores (2010) demonstraram que anticorpos monoclonais completamente 
humanizados anti-IGF-1 (insulin-like growth factor type 1) bloquearam a proliferação 
celular in vitro, levando à diminuição da quantidade de receptores na superfície da 
célula por endocitose mediada pelo anticorpo e catabolismo do receptor.  
A internalização de um anticorpo com atividade anti-tumoral (mAb BR96) foi 
também demonstrada por Garrigues e colaboradores (1994). O mAb BR96 reconhece 
um epítopo do carboidrato Ley, abundantemente expresso nos carcinomas de cólon, 
mama, ovário e pulmão. Após 1 minuto de incubação com a célula tumoral, o anticorpo 
induziu a invaginação da membrana plasmática, foi internalizado em endossomos e 
direcionado aos lisossomos. Em seguida, ocorreu aumento de volume mitocondrial e 
perda da integridade da membrana plasmática, eventos característicos de morte celular 
por necrose. 
Em nosso modelo, verificamos que o reconhecimento do melanoma murino 
B16F10-Nex2.1 pelo mAb A4 ocasionou a internalização do complexo mAb 
A4/PCDHβ13 em vesículas endocíticas após cerca de 10 min de incubação. Após 1h de 
incubação com o anticorpo, houve aumento do número de vesículas positivas para a 
marcação com mAb A4, mas não houve co-localização entre essas vesículas e 
lisossomos, demonstrando que o anticorpo não é direcionado para degradação 
intracelular em lisossomos no tempo analisado. Vesículas formadas pela internalização 
do complexo protéico podem ser também visualizadas nas imagens de microscopia 
eletrônica das células tumorais tratadas com o mAb A4 (Figura 25).  
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Experimentos adicionais são necessários para melhor compreender o processo 
endocítico que ocorre após interação do mAb A4 com seu alvo celular. Primeiro, a 
natureza das vesículas formadas deve ser determinada, assim como o caminho 
intracelular seguido por essas vesículas, utilizando-se marcadores específicos das vias 
endocíticas. Além disso, deve ser determinado se o processo é dependente de energia, 
caracterizando uma endocitose mediada por receptor, realizando-se ensaios a 37 oC e a 
4oC. Também é importante determinar se a ação citotóxica do mAb A4 depende de sua 
internalização. 
Corroborando resultados preliminares que sugeriam que a interação do mAb A4 
com células tumorais induzia um processo de morte celular por apoptose, verificamos 
que o tratamento de células do melanoma murino B16F10-Nex2.1 com o mAb A4 por 
18h induziu a exposição da fosfatidilserina na membrana plasmática, a ativação das 
caspases-9, -3 e -6, a condensação da cromatina e a degradação internucleossomal do 
DNA. Esses eventos são característicos de um processo apoptótico (Kroemer et.al., 
2009). 
A ativação da caspase-9 sugeriu a participação da mitocôndria no processo de 
morte causado pelo mAb A4. A caspase-9 tem um papel central na via intrínsica ou 
mitocondrial de apoptose, e essa enzima é ativada em um complexo multimérico 
denominado apoptossomo, formado pelas proteínas Apaf-1 (apoptotic peptidase 
activating factor 1) e citocromo c (Allan & Clarke, 2009). O citocromo c é liberado pela 
mitocôndria após a permeabilização da membrana mitocondrial (MMP), considerado 
como um ponto irreversível na cascata de eventos da via intrínseca da apoptose. A 
MMP induz conseqüências catastróficas na célula, que são a dissipação do potencial de 
membrana mitocondrial (∆Ψm), que imediatamente bloqueia a síntese de ATP e outras 
vias biossintéticas, e a translocação de proteínas confinadas na membrana interna da 
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mitocôndria, como citocromo c, Smac/Diablo, AIF, endonuclease G, dentre outras. 
(Galluzzi et. al., 2010). Depois de ativada, a caspase-9 ativa as caspases efetoras -3 e -7, 
levando a célula aos passos finais do processo de apoptose (Allan & Clarke, 2009). A 
permeabilização da membrana mitocondrial pode ser provocada pelo acúmulo de cálcio, 
pela diminuição do potencial da membrana mitocondrial (∆Ψm), mas também pelo 
aumento na produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) que ocorre como resultado 
do aumento do cálcio citoplasmático e o acúmulo do cálcio mitocondrial (Rosenstock 
et. al., 2004). 
Corroborando a participação da mitocôndria no processo de morte induzido pelo 
mAb A4, observamos um aumento significativo na produção de superóxido após 3h de 
incubação com as células B16F10-Nex2. Ânions superóxido podem amplificar ainda 
mais um estímulo apoptótico gerado, levando à formação de poros na mitocôndria e à 
liberação de proteínas que regulam positivamente a apoptose. A interação entre o mAb 
A4 e a PCDHβ13 levou as células à morte por apoptose pela via intrínseca ou 
mitocondrial. 
A transdução de sinais pelas proteínas Wnt/β-catenina é uma via de sinalização 
altamente conservada que está relacionada à sobrevivência, proliferação e diferenciação 
celular. A proteína β-catenina está envolvida em múltiplos processos celulares, 
incluindo manutenção dos complexos de adesão celular, regulação da endocitose de 
caderinas e regulação da transcrição gênica mediada por TCF/LEF (Klaus & 
Birchmeier, 2008; Delva & Kowalczyk, 2009).  
β-catenina tem também papel importante na internalização de N-caderina e no 
tráfego intracelular da E-caderina, modulando a disponibilidade dessas moléculas na 
superfície celular (Delva & Kowalczyk, 2009). Como outros receptores celulares, as 
caderinas clássicas e não-clássicas, pertencentes à mesma superfamília a que também 
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pertencem as protocaderinas, podem ser internalizadas por diferentes vias endocíticas 
para modular a capacidade adesiva da superfície celular. A endocitose de moléculas de 
caderina, quando cálcio é depletado, pode ser mediada por clatrina, por caveolina, por 
lipid rafts ou por macropinocitose (Ivanov et.al., 2004). As condições que determinam a 
via escolhida para internalização ainda são pouco conhecidas, mas parecem depender do 
ambiente celular. A regulação da endocitose das caderinas é exercida principalmente 
pelas proteínas p120-catenina e β-catenina, que atuam como adaptadoras para a ligação 
com o citoesqueleto e como recrutadoras de moléculas que regulam a função das 
caderinas. A β-catenina está presente na membrana plasmática em células migratórias e 
é necessária para a macropinocitose de N-caderina através de um mecanismo que 
envolve Rac, Cdc42 e IQGAP1. Similarmente, a ativação de Rac ocasiona a 
internalização do complexo E-caderina/β-catenina através de caveolina-1 em 
queratinócitos. Após a endocitose, as moléculas de caderinas podem ser degradadas em 
lisossomos ou recicladas para a membrana plasmática (Delva & Kowalczyk, 2009). 
A participação de β-catenina em diversos modelos tumorais já foi demonstrada. 
A inibição da via β-catenina em diferentes tumores, tais como carcinoma de cólon, de 
próstata e de mama, foi relacionada à inibição da progressão tumoral e à indução de 
apoptose (Fang et.al., 2009; Murillo et.al., 2009; Palozza et.al., 2008).  
Entretanto, o papel exato dessa via de sinalização no melanoma permanece 
controverso, e parece ser influenciado pela localização tumoral. Takahashi e 
colaboradores (2006) demonstraram que o silenciamento do mRNA da β-catenina em 
células do melanoma murino B16-BL6 ocasionou a diminuição da viabilidade celular, a 
indução da apoptose e a diminuição da progressão do tumor subcutâneo in vivo, 
mimetizando o crescimento do tumor primário. Posteriormente, o mesmo grupo 
demonstrou que o silenciamento do mRNA da β-catenina ocasionou o rearranjo dos 
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complexos de adesão na superfície da célula tumoral, promovendo maior motilidade 
celular e aumentando a formação de metástases pulmonares, sendo a inibição da via β-
catenina nesse modelo metastático associada à progressão tumoral (Takahashi et.al., 
2008). 
Corroborando os achados anteriores em que a inibição da via de β-catenina está 
implicada na progressão tumoral, Bellei e colaboradores (2008) demonstraram que a 
inibição de GSK3β, molécula que constitui o complexo de degradação de β-catenina, 
em células do melanoma murino B16F10, ocasionou o aumento dos níveis de β-catenina 
nuclear e o aumento da transcrição de genes de diferenciação melanocítica promovida 
por TCF/LEF. A ativação da via β-catenina levou à diminuição da viabilidade celular e 
à promoção da melanogênese.  
Chien e colaboradores (2009) também demonstraram que a presença de β-
catenina nuclear no melanoma humano é positivamente correlacionada com a 
diminuição da proliferação tumoral e com a maior sobrevida dos pacientes. Esses 
resultados foram observados também in vitro, em células de melanoma murino B16F1 e 
em células de melanoma humano (UACC1273, GDS1375, GDS1989 e Mel375), nas 
quais a superexpressão de WNT3A, um ativador da via β-catenina, ocasionou a 
diminuição da proliferação celular, a diminuição do número de células na fase S do 
ciclo celular, o aumento da transcrição de genes relacionados à diferenciação dos 
melanócitos e à diminuição do volume tumoral in vivo. Não foram observadas 
diferenças no número de células apoptóticas.  
Demonstrando um papel importante da via Wnt/ β-catenina na transformação de 
melanócitos em melanoma, Delmas e colaboradores (2007) mostraram que, a 
superexpressão de uma forma mutante de β-catenina constitutivamente ativa em 
melanócitos murinos, imortalizou essas células pelo silenciamento do promotor p16 
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(Ink4a), não ocasionando o aumento da proliferação e nem a diferenciação para 
melanoma em um período de dois anos. Somente com a presença simultânea de β-
catenina e N-Ras constitutivamente ativadas ocorreu a transformação desses 
melanócitos imortalizados para células tumorais. Esse resultado sugere que o papel da 
via β-catenina no melanoma é influenciado pela regulação exercida por outras vias de 
sinalização intracelular, nesse caso a via MAPK.  
Em nosso modelo, verificou-se que o tratamento das células de melanoma 
murino B16F10-Nex2.1 com o mAb A4 ocasionou a diminuição dos níveis de β-
catenina fosforilada e total após 30 min, com total depleção de β-catenina fosforilada 
após 60 min de tratamento. A diminuição dos níveis de β-catenina fosforilada corrobora 
a diminuição dos níveis de β-catenina total no citoplasma. Observou-se também uma 
inibição total da expressão de TCF-4 após 60 min de incubação com o mAb A4. 
Adicionalmente, observamos que o tratamento dessas células com mAb A4 por 30 ou 
60 min ocasionou o redirecionamento da β-catenina do citosol para a periferia celular, 
possivelmente para a região submembranar. A intensidade de fluorescência observada 
na região submembranar foi positivamente correlacionada com o tempo de incubação 
com o anticorpo. Similarmente ao que ocorre para a interação entre N-/E-caderina e β-
catenina (Delva & Kowalczyk, 2009), a presença de β-catenina na região submembranar 
pode sugerir que a mesma esteja associada à proteína PCDHβ13 e que contribua para a 
endocitose do complexo mAb A4/PCDHβ13. A PCDHβ13 não apresenta na sua cauda 
citoplasmática um sítio de ligação à β-catenina, todavia, a participação de moléculas da 
superfamília das caderinas formando um agregado com a molécula de protocaderina não 
está descartada, sendo então a caderina a possível responsável pela ligação à β-catenina. 
Foram tentativamente utilizados anticorpos comercialmente adquiridos contra E- e N-
caderinas murinas (Cell Signaling) para a co-localização na membrana dessas moléculas 
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e da PCDHβ13. No entanto, em ensaios de Immunoblotting e de Imunofluorescência 
Indireta, esses anticorpos não apresentaram um padrão de reconhecimento esperado, o 
que não nos permitiu responder à nossa pergunta. 
O redirecionamento da β-catenina para a região submembranar foi também 
observado após a superexpressão da PCDH24 em células de carcinoma de cólon 
humano HCT-116 (Ose et.al., 2009), e após o tratamento de células de carcinoma de 
cólon humano CaCo2 com o antiinflamatório ácido 5-aminosalicílico (Parenti et.al., 
2009), em ambos também sendo correlacionada à uma diminuição na sinalização pela 
β-catenina. 
Desta forma, nossos resultados sugerem que a via de sinalização de β-catenina 
foi inibida pelo mAb A4 em células de melanoma murino B16F10-Nex2. O 
reconhecimento da PCDHβ13 pelo mAb A4 promove o deslocamento da β-catenina 
citosólica para a região submembranar, ocasionando a redução dos níveis de β-catenina 
livre (fosforilada e total) no citosol. Conseqüentemente, a translocação de β-catenina 
para o núcleo é diminuída e a transcrição gênica mediada por TCF-4 é impedida, 
levando à morte celular. 
Um dos genes-alvo do fator de transcrição TCF que poderia ser inibido pelo 
tratamento com o mAb A4 é o gene codificador da proteína survivin, um membro da 
família de proteínas inibidoras de apoptose (IAPs). A proteína survivin é uma 
reguladora-chave entre a mitose e a apoptose. Inicialmente, a proteína survivin foi 
descrita como um inibidor direto da caspase-9, conseqüentemente, promovendo a 
sobrevivência celular. A inibição da proteína survivin é realizada pela proteína 
SMAC/DIABLO, liberada pela mitocôndria, quando há indução de apoptose pela via 
intrínseca. Com a inibição de survivin, a caspase-9 fica disponível para a formação do 
apoptossomo com conseqüente ativação da cascata de caspases que leva à morte celular. 
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Esse mecanismo é utilizado pelo Herceptin®, um mAb anti-ErbB2, receptor 
superexpresso em células de carcinoma de mama, utilizado já na clínica para tratamento 
desse tipo de câncer (Zhu et.al, 2010). Recentemente, foram também descritos os papéis 
da proteína survivin na regulação da checagem do fuso mitótico, na promoção da 
angiogênese e na promoção da quimiorresistência (Mita et.al., 2008). Torres e 
colaboradores (2007) relataram que o seqüestro de β-catenina por E-caderina em 
domínios caveolares na membrana plasmática ocasionou a redução da expressão de 
survivin e a indução de apoptose em tumores epiteliais.  
Nas imagens de microscopia eletrônica das células B16F10-Nex2 tratadas com o 
mAb A4, curiosamente, foram observadas algumas vesículas contendo o que parecem 
ser organelas elétron-densas no seu interior (Figura 25). Essas vesículas sugerem que 
um processo autofágico tenha sido também estimulado pela interação entre o mAb A4 e 
a PCDHβ13 nas células de melanoma. 
A autofagia, identificada originalmente em leveduras, é um processo conservado 
evolutivamente onde células digerem seu próprio conteúdo citoplasmático. Em células 
eucarióticas esse processo é crítico na manutenção da homeostasia, uma vez que está 
envolvido na degradação de proteínas de longa vida, no turnover de organelas, e em 
situações de estresse, como na falta de nutrientes, sendo responsável pela reciclagem da 
energia para manutenção celular. A autofagia é um processo fortemente regulado por 
um número limitado de genes altamente conservados denominados Reguladores da 
Autofagia, ou ATG. Além de regularem processos fisiológicos importantes, esses genes 
também estão envolvidos na regulação de processos patológicos, como o câncer. A 
autofagia é induzida em resposta a múltiplos estresses durante a progressão do câncer, 
incluindo privação de nutrientes, hipóxia e pelo estresse do retículo endoplasmático 
(resposta a proteínas mal-formadas e/ou agregadas). Todavia, é também observada 
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durante o tratamento com diversos agentes quimioterápicos, o que sugere que a 
autofagia seja uma via de sobrevivência em resposta a estímulos deletérios à célula 
(Chen & Debnath, 2010; Wilsinson & Ryan, 2010). 
Apesar dos efeitos de pró-sobrevivência da autofagia levarem à resistência aos 
quimioterápicos, com freqüência esses efeitos são contrabalanceados por efeitos 
supressores de tumor, levando à célula à morte. Existem algumas hipóteses para 
explicar esses dois eventos paradoxais: (1) em células resistentes à apoptose, a autofagia 
pode prevenir a morte dessas por necrose, o que levaria a uma inflamação local 
exacerbada; (2) a autofagia previne a instabilidade genômica; e (3) autofagia durante o 
estresse metabólico (e alta densidade celular) previne o crescimento celular (Mizushima 
et.al., 2008; Chen & Debnath, 2010; Wilsinson & Ryan, 2010). 
Na autofagia, porções do citoplasma são englobadas em uma vesícula 
denominada autofagossomo, que em seguida se funde com o lisossomo para formar um 
autolisossomo, onde o material interno é degradado (Wilsinson & Ryan, 2010). O 
método mais tradicional de visualização de um processo autofágico é a visualização em 
microscopia eletrônica dos autofagossomos, vesículas com dupla membrana contendo 
no seu interior material citoplasmático não digerido, principalmente mitocôndrias e 
pedaços do retículo endoplasmático, previamente à sua fusão com o lisossomo. Mas 
para a completa identificação do autofagossomo, é necessária a utilização do marcador 
LC3 (microtubule-associated protein light chain 3). Inibidores para essa via também 
são disponíveis, embora não específicos (Mizushima et.al., 2008). 
No presente trabalho, observamos a presença de vesículas sugestivas de 
autofagossomos no citoplasma de células B16F10-Nex2 tratadas com o mAb A4, por 
conterem em seu interior estruturas elétron-densas que se assemelham a organelas 
celulares. Embora essas vesículas ainda não tenham sido identificadas seguramente 
Discussão 114 
 
como autofagossomos com o marcador LC3, podemos especular que a autofagia poderia 
funcionar como um fator pró-sobrevivência em nosso sistema, eliminando as 
mitocôndrias afetadas pelo tratamento com o mAb A4. Por outro lado, a ativação 
exagerada de autofagia poderia ativar mecanismos apoptóticos (Mizushima et.al., 2008) 
e contribuir para o processo citotóxico induzido para pelo mA A4. A indução 
simultânea de apoptose, autofagia e necrose por mAbs específicos para o receptor de 
transferrina de galinha já foi previamente descrita (Ohno et.al., 2008). E também já foi 
demonstrado que para diversos quimioterápicos e mAbs utilizados na clínica, a via 
autofágica é importante no mecanismo de ação, uma vez que sua inibição reduziu a 
citotoxicidade do tratamento (Chen & Debnath, 2010; Mizushima et.al., 2008).  
Finalmente, com base nos resultados obtidos nesse trabalho, propomos um 
mecanismo de ação citotóxica que integra a internalização do complexo mAb 
A4/PCDHβ13, a inibição da sinalização intracelular por β-catenina e TCF-4, a indução 
de apoptose pela via mitocondrial e uma possível indução de autofagia (Figura 29). 
Primeiramente, o mAb A4 reconhece a molécula PCDHβ13 na membrana 
plasmática e é rapidamente endocitado (em cerca de 10 min), como visualizado em 
microscopia confocal e de transmissão eletrônica. Não sabemos ainda se a endocitose é 
necessária ou não para o efeito citotóxico do mAb.  
A interação do mAb A4 com a PCDHβ13 na membrana plasmática induz a 
redistribuição da β-catenina do citosol para uma região submembranar (em 30 min), 
como visualizado em microscopia de fluorescência. Conseqüentemente, ocorre a 
diminuição dos níveis de β-catenina livre (em 30 min), visualizada no ensaio de 
Immunoblotting. Presumimos que para que esse evento ocorra, é necessária a agregação 
de outras moléculas responsáveis pela sinalização, como por exemplo, moléculas da 
superfamília das caderinas.  
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Como conseqüência, ocorre diminuição da translocação de β-catenina para o 
núcleo e também dos níveis totais de TCF-4 (em 60 min), como observado no ensaio de 
Immunoblotting, levando à diminuição da transcrição de diversos genes induzidos pela 
via β-catenina/TCF-4. Estímulos de sobrevivência podem deixar de ser expressos, 
levando à ativação da via mitocondrial de apoptose, com formação de poros na 
mitocôndria, permitindo a liberação de proteínas que normalmente ficam restritas à 
membrana interna da mitocôndria, ocasionando então a formação do apoptossomo que é 
responsável pela ativação das caspases -9, 3 e 6. A participação da mitocôndria no 
processo de morte induzida pelo mAb A4 foi corroborada pelo aumento na produção de 
espécies reativas de oxigênio (ROS), mais especificamente, superóxido (a partir de 3h), 
que pode exacerbar um efeito apoptótico já previamente induzido. Os eventos terminais 
da apoptose foram então ativados, ocorrendo a exposição da fosfatidilserina na 
membrana plasmática, condensação da cromatina e degradação internucleossomal do 
DNA, levando a célula à morte, como observado nos ensaios de citometria de fluxo, 
coloração nuclear com o corante Hoescht 33358, formação de DNA ladder e ensaio de 
TUNEL. 
A possível presença de vesículas autofágicas pode ter sido induzida pela 
excessiva quantidade de mitocôndrias permeabilizadas após o tratamento com o mAb 
A4, ou ainda por estímulos provocados pelo acúmulo de espécies reativas de oxigênio 
(ROS) produzidas por essa organela que afetariam outras moléculas da célula, como 
DNA, lipídeos e proteínas. Não está claro se a autofagia estaria funcionando como um 
estímulo pró- ou anti-sobrevivência em nosso modelo de apoptose induzida pelo mAb 
A4.  
Nossos resultados demonstram que o mAb A4 é um potencial agente 
anticancerígeno com atividade contra diversos tipos tumorais, e que a proteína 
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PCDHβ13 é um potencial marcador de malignidade em melanoma. O mecanismo de 
morte por apoptose pela via intrínseca induzido pelo mAb A4 foi comprovado tanto em 
células tumorais murinas como humanas, e o envolvimento da via de sinalização de β-



























Figura 29. Mecanismo de citotoxicidade proposto para a interação entre o mAb A4 e a 
proteína transmembrana PCDHβ13. (1) o mAb A4 reconhece a região extracelular da 
PCDHβ13 e é internalizado em vesículas endocíticas; (2) O mAb A4 inibe a via de 
sinalização intreacelular β-catenina através (3) da redistribuição da β-catenina para a 
periferia celular, possivelmente para uma região submembranar; (4) Com a diminuição dos 
níveis de β-catenina livre no citosol, não ocorre migração da β-catenina para o núcleo celular, e 
conseqüentemente, (5) ocorre diminuição dos níveis de TCF-4 e degradação do mesmo; (6) 
TCF-4 não se liga aos promotores de seus genes-alvos e não promove a transcrição gênica. (7) 
A diminuição da produção de proteínas anti-apoptóticas colabora para a indução da via 
mitocondrial de apoptose (8), com produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e (9) 
ativação das caspases efetoras -3 e -6; (10) A indução das caspases ocasiona condensação da 
cromatina e a degradação internucleossomal do DNA, levando a célula tumoral à morte; (11) Os 
danos celulares causados pelo mAb A4 também ocasionam a ativação da autofagia. Ainda não é 
conhecido se a autofagia atua como um mecanismo pró- ou anti-sobrevivência após o 






1. O mAb A4, um anticorpo monoclonal desenvolvido em camundongos contra células 
de melanoma murino B16F10, reconhece a proteína PCDHβ13 na superfície de 
células tumorais murinas e humanas. 
2. Somente as linhagens que expressam a PCDHβ13 na membrana plasmática são 
susceptíveis à ação citotóxica do mAb A4. Dentre as mesmas, encontram-se células 
de diversos tumores humanos, como melanoma, carcinoma de cólon, carcinoma de 
cérvice uterino e glioblastoma. 
3. O reconhecimento da proteína PCDHβ13 pelo mAb A4 induz a internalização do 
complexo em vesículas endocíticas não-lisossomais.  
4. O mAb A4 induz a redistribuição da proteína de sinalização intracelular β-catenina 
do citosol para a região submembranar, ocasionando a diminuição dos níveis de β-
catenina livre no citosol e do fator de transcrição TCF-4. 
5. A inibição da via de sinalização β-catenina provavelmente ocasiona a diminuição da 
transcrição de genes relacionados à sobrevivência e proliferação celular. 
Conseqüentemente, ocorre indução de apoptose através da via mitocondrial. 
6. As alterações provocadas pelo mAb A4 possivelmente induzem uma via autofágica 
em paralelo à via apoptótica induzida. 
7. O mAb A4 é um potencial agente anti-tumoral com atividade contra distintos tipos 







7.1. Caracterização mais detalhada das vias de sinalização intracelular 
envolvidas no mecanismo de morte celular desencadeado pela interação entre o mAb 
A4 e a proteína PCDHβ13 em células de melanoma murino B16F10-Nex2.1.  
7.2. Determinação da importância funcional da proteína PCDHβ13 no 
desenvolvimento e progressão tumorais através de seu silenciamento em células de 
melanoma murino B16F10-Nex2.1. 
7.3. Avaliação do uso dos peptídeos derivados de CDR do mAb A4 na terapia 
anti-tumoral no modelo de melanoma murino B16F10-Nex2.1. 
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